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RESUMEN

La vigilancia de infecciones causadas por Neisseria gonorrhoeae, es una
necesidad en todo el mundo. La constante adquisicion de mecanismos de
resistencia ante diferentes agentes antimicrobianos recomendados contra este
tipo de infecciones, han vuelto imprescindible llevar adelante investigaciones
que permitan identificar las cepas circulantes asi como entender los
comportamientos de estas frente a los antibiéticos. En las ultimas décadas se
han vuelto mas comunes los aislamientos resistentes a quinolonas (QRNG) y
su propagacioén en todo el mundo.

Nuestro pais no esta ajeno a esta situacion y el estudio de la coleccion de
asilamientos que se encuentran conservados en el laboratorio, es de gran
importancia para el seguimiento del estado de estas infecciones en Uruguay. Al
analizar la sensibilidad a ciprofloxacina de los aislamientos de la coleccion, se
observa que a partir de mediados de la década del 2000, la recuperacion de
estos aislamientos en centros de salud locales se ha incrementado
notoriamente. Se ponen a prueba por tanto, diferentes métodos de tipificacion
gue ayudan a una completa caracterizacion de los aislamientos seleccionados.
Luego de analizar los perfiles de sensibilidad a antibidticos de estos
aislamientos, mediante la amplificacion de una regién altamente variable de
una de las porinas de superficie, se ha desarrollado una técnica que permite
diferenciar de manera econOmica y rapida, las cepas portadoras de los
subtipos de porinas PorB IA 'y de PorB IB. Se pudo ver como, a pesar de que
los primeros aislamientos de este tipo recuperados localmente presentaban
porinas del tipo PorB IA y bajo nivel de resistencia a ciprofloxacina, estas no se
mantuvieron en el tiempo y fueron suplantadas en su totalidad por cepas
portadoras del subtipo PorB IB con, mayoritariamente, altos niveles de
resistencia a ciprofloxacina.

A su vez se llevé a cabo la técnica de NG-MAST la que permitié identificar
cuales sequence types (STs) son los que estan circulando en nuestra
poblacion, encontrdndose que de los 28 aislamientos analizados, 13
presentaban STs no registrados hasta el momento en la base de datos

internacional. Los aislamientos seleccionados fueron también sometidos al



andlisis de genogrupos, profundizando la técnica de NG-MAST, ademas del
andlisis de pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). Se obtuvieron resultados
totalmente concordantes entre los diferentes métodos de tipificacion utilizados y
se pudo destacar el alto poder discriminatorio que se observa en la asignacion
de STs.

Observando las diferencia en la resistencia a ciprofloxacina que presentan los
aislamientos portadores de uno u otro subtipo de porinas PorB, sumado
trabajos desarrollados anteriormente en el laboratorio, que evidencia el rol del
sistema de eflujo MtrCDE como mecanismo de resistencia, se llevaron a cabo
ensayos de transformacion que permitan explicar la incidencia de estas
caracteristicas como determinantes en el valor de resistencia a ciprofloxacina.
No se pudieron extraer conclusiones de estos ensayos ya que no fue posible
recuperar colonias con las transformaciones propuestas. De todas maneras se
considera de vital importancia continuar con estos analisis en fin de dilucidar
los mecanismos que han llevado a este tipo de bacterias a presentar este

comportamiento frente a la ciprofloxacina.

Palabras claves: Neisseria gonorrhoeae, tipificacidn, ciprofloxacina, NG-MAST,

porinas.



1.INTRODUCCION

Un area muy importante de la salud se refiere a las enfermedades de
transmision sexual (ETS) o enfermedades venéreas como se conocian en la
antigiiedad, término derivado del nombre Venus, la diosa romana del amor y la
fertilidad. Estas enfermedades se propagan debido al contacto sexual y son de
las enfermedades infecciosas mas comunes en el mundo, lo que las hace,
desde hace mucho tiempo, un blanco importante de estudio. Esto se ha ido
reafirmando con el tiempo ya que, por ejemplo, estudios realizados por la
division de prevencion de ETS del Center for Disease Control and Prevention
(CDC) en el afio 2000 arrojan datos sumamente preocupantes en relacion a las
infecciones de transmision sexual (ITS). En este trabajo se indica la aparicion
durante el afilo 2000 de casi 19 millones de nuevos casos de ETS destacando
que casi la mitad de los mismos se dan en personas de entre 15y 24 afios [1].

Estas enfermedades fueron detectadas a lo largo de la historia de la
humanidad, encontrdndose menciones en diversos documentos, como por
ejemplo en varios pasajes de la biblia donde hace referencia a patologias
concordantes con sifilis y gonorrea. Existe una gran diversidad de ETS, en este
caso nos centraremos en las de origen bacteriano. Al hablar de bacterias,
hablamos de microorganismos unicelulares independientes que se multiplican
por division simple, creando una copia de su material genético y dandoselo a
su progenitor [2]. Dentro de las ITS bacterianas, se pueden destacar como las

mas frecuentes la infeccion por Chlamydia trachomatis, la gonorrea y la sffilis.

1.INEISSERIA GONORRHOEAE

El género Neisseria pertenece a la familia de bacterias Neisseriaceae y son
COCos gram negativos, aerobias o0 anaerobios facultativos, utilizadoras de pocos
carbohidratos, reductoras de nitratos y que no tienen la capacidad de producir
indol a partir de triptéfano [3]. Dentro de este género, solo dos especies son
patégenas en humanos, Neisseria meningitidis o meningococo y Neisseria
gonorrhoeae (N. gonorrhoeae) o gonococo. Por el contrario, el resto de las
especies como Neisseria flavescens o Neisseria sicca entre otras, no son

bacterias patdgenas y estan presentes como flora normal de nasofaringe [4].



N. gonorrhoeae se presenta en forma de cocos gram negativos, que se
disponen en pares con sus caras adyacentes aplanadas, adoptando una forma
de granos de café o de rifiones [3, 5-7]. El crecimiento en superficie produce
colonias con tintes rosados o grisaceos, generalmente de un tamafio que va
desde los 0,5 mm a 1 mm de diametro. Existen diferentes tipos de colonias de
N. gonorrhoeae identificables morfolégicamente (las colonias de tipo 1y 2 son
mas chicas respecto a las colonias tipo 3 y 4) y con diferencias fisioldgicas
(como por ejemplo la necesidad de las tipo 1 y 2 de iones férricos para su
crecimiento) [8, 9]. Luego de observar este comportamiento morfolégico de los
gonococos, en el afio 1968, los mismos investigadores siguieron con esta linea
de investigacion encontrando evidencia de la estrecha relacién entre la
morfologia de las colonias de gonococos y su virulencia [10]. Estos hallazgos
fueron fundamentales en el estudio de los mecanismos patogénicos que
presentan estas bacterias.

Para la obtencion y analisis de colonias caracteristicas, los cultivos primarios
son inspeccionados inmediatamente de observado el crecimiento. Luego de las
48 horas de incubacion las colonias generalmente aumentan de tamafio
perdiendo el brillo y generando superficies mas rugosas con bordes dentados
[3, 5]. Por ello es de suma importancia obtener un cultivo puro de 18 a 24 horas
para realizar la caracterizacion por morfologia de colonia, ademéas de conocer
claramente el caso particular en analisis ya que también se ha observado
cambios de morfologia durante el tratamiento con algunos antibiéticos, como
con la penicilina donde la morfologia de las colonias cambia luego de las

primeras cuatro horas después de haber comenzado el tratamiento [3].

1.1.1ESTRUCTURA DE MEMBRANA

Los gonococos presentan una pared con una estructura tipica de bacteria gram
negativa en la que se distinguen dos membranas lipidicas limitando el
periplasma que contiene una fina capa de peptidoglicano.

La membrana externa de N. gonorrhoeae presenta diversos antigenos que han
sido objeto de estudio en los ultimos afios, de los cuales tres aparecen en
grandes cantidades y se denominan proteinas POR I, Il y Il (PI, PIl'y PIIl). La

permeabilidad para sustancias hidrofilicas esta determinada por la existencia
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de estas proteinas de membrana conocidas como porinas principales las
cuales juegan un papel sumamente importante en el ingreso de sustancias
hacia el interior de la bacteria.

La PI, o PorB es cuantitativamente la proteina predominante de la membrana
de N. gonorrhoeae [9, 11]. Es una proteina transmembrana que se presenta de
forma trimérica en su estado nativo y que consiste en una porina voltaje-
dependiente. Tiene similitudes con las porinas presentes en E. coli respecto a
su peso molecular, su configuracion trimérica y el tamafio del poro. Esta porina
de N. gonorrhoeae aparece en todas las cepas en la forma correspondiente a
alguno de los dos alelos que presenta su correspondiente gen por. Dichos
alelos pueden ser nombrados como porA o porB. Ambas formas tienen alta
homologia y pueden ser diferenciadas mediante criterios bioquimicos e

inmunoldgicos.
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Figura 1. Secuencia aminoacidica de porina PIA (PorB 1A) y PIB (PorB IB) y su conformacion
en membrana mostrando los 8 loops expuestos y los segmentos transmembrana. Imagen
extraida de van der Ley et al [12].

Las dos clases de porinas, PorB IAy PorB IB, a su vez pueden ser divididas en
subtipos definidos por la reaccion con paneles de anticuerpos monoclonales
(MADs) [9, 11, 13]. Se han encontrado casos que no se pueden clasificar tan
sencillamente, e incluso algunas cepas que presentan epitopes capaces de ser

reconocidos tanto por anticuerpos monoclonales especificos para IA como para



IB, es decir cepas hibridas [14]. Las cepas que presentan PorB IA pueden
invadir el torrente sanguineo y causar una infeccion sistémica, situacion que no
ocurre en el caso de las cepas que presentan PorB IB ya que esta proteina
contiene en la superficie de los gonococos sitios susceptibles a protedlisis [11].
Otra diferencia entre estas dos clases de porinas radica en el tamafo, donde
se observa menor cantidad de residuos aminoacidicos en las PorB IA respecto
a las PorB IB, y sumados a diversas sustituciones en la secuencia se observan
diferencias de més de 100 amino&cidos en total entre las dos proteinas [15].

Estas clases de porinas presentan 8 loops expuestos en la superficie
codificados por regiones de alta variabilidad génica separados por otras
regiones mas conservadas que codificaran para sectores de la proteina
ubicados en el interior de la membrana. Es decir que las sustituciones de
nucledtidos estan distribuidas a lo largo de todo el gen y concentrados en las
regiones que se predice que formaran los loops expuestos en la superficie
donde la mayoria de estas sustituciones llevan a un reemplazo de aminoacidos
[12, 14-17]. Hobbs et al [15], ademas de sugerir que pueden ocurrir
intercambios genéticos horizontales de todo o parte del gen por durante el
pasaje de la infeccibn en una comunidad, establecen que las regiones mas
variables corresponden a los loops 5 y 6. Por lo tanto, a pesar de que la
expresion de la proteina PorB es caracteristica de las cepas de gonococos,
existe cierta heterogeneidad entre las cepas. El andlisis de la secuencia de los
alelos porA y porB de los gonococos proporciona un alto nivel discriminatorio
para la caracterizacion de las diferentes cepas, la identificacién de las cepas
circulantes y la investigacion de la resistencia a antibioticos. Muchos trabajos
realizados en los Ultimos afios se han detenido en la secuenciacion de los
alelos completos del gen por, en busca de las diferentes mutaciones y de

asociacion entre las secuencias y los fenotipos de resistencia a antibioticos.



1.2GONORREA

N. gonorrhoeae es el agente etiolégico de la gonorrea y fue descrito por
primera vez por Albert Neisser en el afio 1879 [18]. EI humano, es el Unico
huésped natural que esta bacteria tiene y nunca forma parte de la flora normal
del mismo por lo que su presencia indica infeccion. La gonorrea es una de las
enfermedades de transmisién sexual mas comunes en el mundo siendo un
importante problema en paises en desarrollo y dentro de las enfermedades
infecciosas es una de las que reporta mayor cantidad de casos a nivel mundial
[19]. Se pueden encontrar una gran cantidad de menciones a esta enfermedad
a lo largo de la historia. La existencia de la sfifilis puede generar que las
documentaciones al respecto pueden ser un poco imprecisas ya que se
encuentran algunas confusiones entre estas enfermedades e incluso en
ocasiones son consideradas como diferentes manifestaciones de una misma
enfermedad [9].

Esta infeccion bacteriana, que tiene un periodo de incubacion de entre 2 y 8
dias, puede presentarse tanto en cuadro sintométicos como asintométicos. Los
cuadros asintométicos son muy comunes principalmente en mujeres, siendo
estas personas infectadas asintomaticas un reservorio para el mantenimiento y
transmision de esta infeccién en una poblacién. Usualmente implica la infeccion
por parte del gonococo, de las mucosas del tracto urogenital y recto. Existen
casos también de infeccion de oro y nasofaringe. Por lo general, la bacteria
coloniza estas membranas mucosas y desarrolla una infeccion local aunque en
algunos casos, de no tratarse, puede producir una invasion de tejidos llegando
a generar otras complicaciones como enfermedad inflamatoria pélvica,
infertilidad tubérica, embarazos ectopicos, dolor pélvico cronico, fibrosis e
incluso infeccion gonocécica diseminada [5, 6, 9, 19]. Las infecciones del tracto
genitourinario, son sintomaticas en hombres, presentandose con una secrecion
purulenta de la uretra y disuria. En mujeres, la infeccion se da a nivel del
endocérvix y se extiende por uretra y recto, e incluso puede llegar a las
mucosas uterinas y provocar la inflamacion de las trompas de Falopio
(salpingitis), fibrosis o inflamacion pélvica. El 20 % de las mujeres desarrolla

infertilidad a causa de la salpingitis [19]. Durante el parto el recién nacido
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puede adquirir la infeccibn gonocécica a nivel ocular. Esta patologia
oftalmolégica es adquirida cuando el neonato atraviesa el canal de parto de la
madre infectada y en caso de no ser tratada puede ocasionar ceguera [5, 6, 9,
19]. La infeccion diseminada se da raramente porque, al contrario de lo que
pasa con el meningococo, N. gonorrhoeae no se disemina facilmente a nivel
del torrente sanguineo [19].

Es importante destacar que ademas de las complicaciones antes mencionadas,
al estar presente esta bacteria, se facilita la transmision de otras enfermedades
de transmisién sexual [5]. Un ejemplo es lo que sucede con el VIH donde se
cree que los gonococos provocan un reclutamiento de células inflamatorias
infectadas por VIH como parte de la respuesta normal del organismo
promoviendo de esta manera la transmisién de ambas infecciones [20].

N. gonorrhoeae tiene un tiempo de vida muy corto fuera del cuerpo humano, ya
que es muy susceptible a condiciones quimicas y fisicas adversas del
ambiente. Fuera del cuerpo humano generalmente muere por deshidratacion
ademas de no tolerar temperaturas por debajo de los 25°C, por lo que no se
han encontrado evidencias que muestren una transmision de la misma por un
contacto que no sea directo entre las superficies mucosas [4, 19]. A pesar de
que existe mas de una forma de transmision de esta bacteria, como
mencionamos por ejemplo en la transferencia de madre a hijo durante el parto,
la principal via de contagio es por contacto sexual.

Son innumerables los esfuerzos que se han realizado por encontrar una
vacuna contra esta infeccion, sobretodo utilizando a los pili como antigenos. Al
presente no se han desarrollado vacunas efectivas para este tipo de infeccion
bacteriana debido en parte a la gran variabilidad antigénica de los
componentes superficiales de los gonococos, razon por la que esta infeccion
no confiere inmunidad protectora contra una reinfeccién [19]. A su vez las
caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas de N. gonorrhoeae varian
a lo largo del tiempo y de las regiones geogréficas. Es por tanto sumamente
importante para la prevencion y el control de las infecciones, atacar ciertos
puntos a nivel de la comunidad como son la educacion para prevenir la
infeccion, la deteccion temprana de los casos, el tratamiento antibiético efectivo

y la existencia de estudios epidemioldgicos locales que permitan identificar la
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cadena de transmision, las cepas que estan circulando en las diferentes
subpoblaciones asi como sus cambios temporales y geograficos. Para ello es
esencial el desarrollo de técnicas de caracterizacion de cepas de N.
gonorrhoeae altamente discriminatorias y reproducibles, sencillas y de bajo

costo.

1.3DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Como vimos, son numerosas las razones para considerar a N. gonorrhoeae
como una bacteria importante sujeto de estudios epidemioldgicos a lo largo del
mundo. De alli la relevancia de contar con laboratorios de vigilancia de este
patégeno en las diferentes regiones de manera de tener un control de las
cepas presentes en la region, establecer un perfil de las mismas y asi ver
tendencias regionales y mundiales de la sensibilidad a antibiéticos y poder
asegurar el mejor tratamiento para los casos clinicos que aparezcan. Es critico
por tanto contar en el laboratorio con los conocimientos e insumos necesarios
para poder realizar un correcto diagnostico de esta infeccion y recuperacion de
las cepas en cultivo.

El diagnostico en el laboratorio depende de la demostracion de gonococos en
el sitio de infeccion, ya sea por examen microscopico de un extendido
coloreado con la técnica de gram y/o por cultivo o por amplificacion de acidos
nucleicos. Es importante conservar la muestra en condiciones que aseguren la
viabilidad de la bacteria durante su transporte cuando se utilizara el cultivo o la
integridad del ADN cuando se utilizaran métodos por amplificacion de &acidos
nucleicos, en tanto que el extendido se realiza en el momento de la toma de
muestra. El cultivo es el método de referencia para el diagnéstico y permite el
posterior estudio de sensibilidad a los antibidticos del aislamiento. La toma de
muestra es comun que se realice en el hombre de la uretra y en la mujer de
endocérvix pero en ocasiones puede realizarse también de conjuntiva de
neonato o en adultos, de mucosa rectal, prostata (primer chorro de orina),
vagina (prepuberes), e incluso de sangre.

En el caso de una tincion de gram de un exudado purulento, el observar

diplococos gram negativos dentro o asociados a leucocitos polinucleares se
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considera un resultado sugestivo de infeccion con gonococo [9]. En el caso de
la deteccion por cultivo, la muestra se siembra en medios selectivo y no
selectivo. N. gonorrhoeae es una bacteria nutricionalmente exigente, el medio
no selectivo puede ser agar chocolate con suplemento definido de Kellogg o
Isovitalex(BD) o Vitox(Oxoid). Los medios selectivos agregan al medio no
selectivo, vancomicina y colisitin para inhibir bacterias gram positivas y gram
negativas (N. gonorrhoeae es resistente a colistin) respectivamente, nistatina,
anisomicina o anfotericina para inhibir hongos y trimetoprim para inhibir Proteus
(bacteria gram negativa también resistente a colisitn). Para el estudio de
sensibilidad a los antibidticos se utiliza medio GC suplementado.

Este microorganismo crece preferentemente en un rango de temperatura de
entre 35° a 37 °C con una atmosfera himeda enriquecida en CO, (entre 3y 8
%), entre 24 a 72 hs de incubacion [3, 5-7, 9]. Podemos lograr esta atmésfera
enriquecida en CO2 mediante el uso de estufas acondicionadas para este fin,
pero también se puede realizar el método de la jarra de extincion con vela.
Luego de 24 a 72hs de incubacion el cultivo se inspecciona visualmente en
busca de colonias de morfologia tipica, y se realiza una coloracion de gram
para observar diplococos gram negativos dispuestos en parejas. Un
diagnéstico presuntivo primario, puede ofrecerse con la observacion de
colonias tipicas y morfologia caracteristica al gram, en el aislamiento primario
en un medio selectivo. Es necesario completar este diagnostico con resultados
positivos para las pruebas de oxidasa y superoxol [5, 7]. En el caso de
aislamientos realizados a partir de muestras extraidas de uretra de hombres
sintomaticos, son indiferentes las caracteristicas selectivas del medio de cultivo
ya que el numero de gonococos supera ampliamente el nimero de otras
especies de la flora. Por otro lado, para otro tipo de muestras se recomienda el
uso de medios selectivos ya que aumenta la posibilidad de realizar un
aislamiento puro que permitan realizar el diagnostico.

En casos de aislamientos de otros sitios no ano-genitales, o en estudios con
implicancia médico legales y en fallas de tratamiento, el diagndstico primario
debe ser confirmado con pruebas especificas, bioquimicas o inmunolégicas.

Algunas de estas pruebas se mencionan en la siguiente tabla:
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Tabla 1. Pruebas especificas para el diagnostico de Neisseria gonorrhoeae [5]

Pruebas Resultados esperados para Neisseria gonorrhoeae

Superoxol (H202 30%) | Positivo (reaccion explosiva)

Catalasa (H202 3%) Positivo (reaccion débil)

Test de carbohidratos Positivo glucosa, negativo maltosa, lactosa y sacarosa

Reduccion de NO3 Negativo

Tanto el test de catalasa como superoxol son ensayos sencillos, rapidos y de
bajo costo que nos permiten aproximarnos a un mejor diagnoéstico. De todas
maneras el test de referencia para la confirmacién del diagnoéstico, diferenciado
a los gonococos de otras especies de Neisseria, es el test de utilizacion de
carbohidratos. En este test se busca observar la capacidad de N. gonorrhoeae
de degradar la glucosa pero no la maltosa, sacarosa, fructosa o lactosa [9].

Una vez que se haya completado la identificacién presuntiva, cuando se
requiera confirmacién se pueden realizar pruebas adicionales basadas en la
deteccion de acidos nucleicos, en la deteccion de actividad B-galactosidasa, y-
glutamilaminopeptidasa [5, 7] y en la deteccion de antigenos mediante el uso
de anticuerpos monoclonales que reaccionan con la proteina de membrana de

gonococos, PorB [7].

1.4TRATAMIENTO

Muchas lineas de estudio en bacteriologia centran sus esfuerzos en conocer
los mecanismos de infeccién de las bacterias patégenas, su virulencia, sus
mecanismos de resistencia, etc., para de esta manera atacar la problemética
de las infecciones. Para afrontar la lucha contra las enfermedades provocadas
por bacterias patdgenas, los seres humanos contamos con una serie de
defensas naturales. En primer lugar, las bacterias encuentran una primera
dificultad a la hora de infectar el organismo y son las barreras mecénicas donde
se destaca la piel como la principal barrera. Como parte de estas primeras
defensas, también son de gran importancia las membranas mucosas del tracto
digestivo, respiratorio y genital, donde el mucus que bafa las células previene

la colonizacion de las bacterias en estas y la presencia de pelos interfiere en la
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entrada de bacterias y otros materiales exdgenos. Es importante destacar que
algunas secreciones también presentan actividad antimicrobiana. Por detras de
esta primer barrera, las bacterias que logren atravesarlas se encuentran con un
segundo nivel de defensas del organismo, la cual es mediada por las defensas
inmunoldgicas que puede presentarse en forma de respuestas inespecificas y
especificas [2]. Pese a que estas defensas presentes en los seres humanos
son de vital importancia, no siempre logran ganar la lucha contra estos
microorganismos patdgenos, por lo que a lo largo de la historia, uno de los
blanco de estudio mas importante se centr6 en la busqueda de sustancias
quimicas que ayuden a superar estas adversidades provocadas por las
bacterias. Es aqui donde aparece el concepto de antibioticos.

Segun la Real academia espafiola un antibidtico es “...sustancia quimica
producida por un ser vivo o fabricada por sintesis, capaz de paralizar el
desarrollo de ciertos microorganismos patdégenos, por su accion bacteriostatica,
o de causar la muerte de ellos, por su accién bactericida”.

Existen diversas evidencias de que los antibidticos son usados desde mucho
tiempo antes que fueran descubiertos. A fines del siglo XIX, los diferentes
estudios de numerosos cientificos, buscando una solucion a las enfermedades
bacterianas, empiezan a mostrar indicios que posteriormente llevaron al
descubrimiento de los antibiéticos. Desde el descubrimiento de la Penicilina por
Alexander Fleming (1881-1955) en 1928, el estudio de los antibidticos ha
ocupado un lugar sumamente importante en la lucha contra las enfermedades
infecciosas. Esta area termina de marcar su relevancia durante la segunda
guerra mundial donde era imperiosa la necesidad de encontrar un tratamiento
contra las infecciones bacterianas producidas en las heridas.

Las bacterias, como todos los seres vivos, buscan la manera de sobrevivir y
enfrentar las diferentes condiciones adversas. En los Ultimos afios, la aparicion
de mecanismos de resistencia en diversas bacterias patégenas a drogas
antibacterianas ha sido un problema que requiere de amplios estudios y
exhaustivos controles en todo el mundo. En ocasiones se sustituye el
antibiotico de eleccion mientras que en otros casos se buscan otras alternativas

para contrarrestar los mecanismos de resistencia presentes.
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Son mucho los factores que influyen en este rapido desarrollo de las bacterias
de adquisicion de resistencia a los diferentes antibiéticos empleados. En un
trabajo publicado en 1994 [21], Levy propone lo que llama la “ecuacion de
resistencia de drogas” donde figuran los factores mas influyentes. En esta
ecuacion, Levy plantea que el problema de la resistencia de antibiéticos esta
liderado por el antibiético y por los determinantes de la resistencia. De esta
manera plantea que si alguno de estos dos factores no estan presentes, el
problema no aparecera. Por otro lado, la presencia de estos factores y teniendo
una buena propagacion de la cepa resistente y/o de sus determinantes de

resistencia, este tipo de bacterias se instalaran rdpidamente en una comunidad.

El tratamiento en el caso de la N. gonorrhoeae fue modificAndose a lo largo del
tiempo y adaptdndose a las nuevas necesidades. Las diferentes infecciones
alrededor del mundo a lo largo de los afios y la aplicacion de diferentes terapias
ha llevado a la seleccion de cepas que presentan resistencia a ciertos
antibidticos restringiendo las posibilidades de tratamiento y acentuando la
necesidad de estudios epidemioldgicos exhaustivos, de manera de controlar y
conocer las diferentes cepas circulantes en la poblacion. El siglo XX fue
fundamental para los avances en este tema. Se establecen diversos programas
de seguimiento a nivel mundial y regional de manera de controlar las diferentes
situaciones que puedan aparecer. Es por ello que la OMS establece una serie
de recomendaciones para el tratamiento de las ITS y el control de los
antibioticos de uso. Establece también que la eficacia de un tratamiento de
primera eleccion debe obtener resultados positivos como minimo en el 95% de
los casos, entre otras recomendaciones como bajo costo, tolerancia y toxicidad
aceptable, dosis oral Unica, entre otras. Entre el 85% y 95% es necesario un
control exhaustivo mientras que por debajo de ese valor es inaceptable el uso
de ese tratamiento [22].

Desde que se comenzO a estudiar esta bacteria y su relacion a diferentes
antibidticos se pudo observar que en general presentaba sensibilidad hacia la
mayoria de los agentes antimicrobianos, en comparacion con el resto de las

bacterias gram negativas.
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En un comienzo, a mediados de la década de 1930, se introducen las
sulfonamidas como tratamiento. Con el tiempo y el uso se empieza a detectar
el desarrollo de resistencia a estos antibioticos [4, 9].

En el afio 1943, el uso de penicilina para el tratamiento de la gonorrea era
sumamente efectivo, las bacterias podian ser inhibidas con apenas 0.01 pg/ml.
A partir de fines de la década del 1950, la resistencia a este antibi6tico ha ido
aumentando considerablemente. En 1957, el descubrimiento de cepas con
sensibilidad disminuida a penicilina llevd a un aumento en la dosis que se
administraba [4, 9]. Muchos estudios han demostrado que la resistencia a
penicilina esta asociada a diferentes mutaciones puntuales en el ADN que
generan un cambio a nivel superficial de la célula. Una de las alteraciones es a
nivel del gen penA que codifica para la PBP2 y que generan una disminucion
en la afinidad de esta proteina por la penicilina. Otra alteracion estudiada es en
los loci mtr y penB, modificando la membrana exterior haciéndola menos
permeable a algunos antibiéticos ademas de a la penicilina [9]. En 1976 se
describe una nueva forma de resistencia a penicilina basada en la produccion
de B-lactamasa, transmitida por pldsmidos que conferia a las bacterias un nivel
mas alto de resistencia [4, 9].

La tetraciclina fue otro de los antibiéticos de eleccion, pero la resistencia
mediada por los loci mtr y penB, como en la penicilina y el loci tet, donde el gen
tetM aportado a la célula codifica una proteina citoplasmatica que protege a los
ribosomas de la accién de este antibidtico, llevo a una alta prevalencia de
cepas tetraciclina resistentes. Por ende, este antibiotico paso a ser otro de los
que se dejo de usar como tratamiento de esta infeccion [4, 9]. También se
reportaron casos de resistencia cromosOmica para eritromicina 'y
aminoglucoésidos [23-25].

Otras alternativas para el tratamiento de gonococos penicilina resistentes son
las cefalosporinas de amplio espectro, una Unica dosis de 125 mg de
ceftriaxona o de 400 mg de cefixime [4].

La espectinomicina es un antibiético de amplio uso en é&reas donde se
reportaron numerosos casos de bacterias resistentes a penicilina aunque

también se han detectado mutaciones del gen spc, que modifican el sitio
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blanco de accién de este antibidtico, la subunidad ribosomica 30S y que
produce alta resistencia en un solo paso [9].

En 1989, como respuesta a las importantes cantidades de aislamientos
penicilina resistentes, el CDC recomienda el uso de cefalosporinas de amplio
espectro o de fluoroquinolonas para el tratamiento de las infecciones
gonocécicas [26]. La problematica constante de encontrar un tratamiento
adecuado llevo a que en los ultimos afios se fuera haciendo mas comun el uso
de fluoroquinolonas para el tratamiento de la gonorrea como alternativa a la
penicilina. En 1993 el CDC indica que una Unica dosis de 500 mg ciprofloxacina
0 400 mg en el caso de ofloxacina se considera suficiente para el tratamiento
de las infecciones gonocdcicas [27]. Este tratamiento es el de primera eleccion
en muchos lugares hoy en dia para tratar esta infeccion, pero debido a los
antecedentes observados con los antibidticos previamente usados y el mayor
conocimiento de los mecanismos de resistencia desarrollados por las diversas
bacterias se han establecido numerosos programas de vigilancia alrededor del
mundo para controlar la eficacia de estos tratamientos. Estos controles han ido
mostrando resultados preocupantes en cuanto a la sensibilidad que presenta
esta bacteria frente a las quinolonas que terminaron eliminando el uso de estos
antibidticos en algunos paises o poniéndolo en duda en muchos otros casos
por lo que es imperiosa la realizacion de una vigilancia exhaustiva de las cepas
circulantes en las diferentes regiones y el conocimiento de las mismas y su
comportamiento. De hecho, el Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) ha colocado a la ciprofloxacina en el Grupo A de antibidticos, que se
refiere a los agentes apropiados para la inclusion en los test de rutina [28].

Los controles deben ser claros y comparables a lo largo del mundo de manera
de poder facilmente compartir la informacion y analizarla. Es por ello que el
CLSI establece los patrones de interpretacion de resultados de sensibilidad de
gonococos a ciprofloxacina. Se consideraran sensibles a este antibidtico las
cepas que presenten una CIM < 0.06 pg/ml. Si el resultado se encuentra entre
0,12 y 0,5 pg/ml se considera sensibilidad disminuida, mientras seran
consideradas resistentes todas las cepas cuya CIM sea mayor o igual 1 pg/ml
[28]. Otra posible caracterizacion que puede ayudar al analisis de datos es el

grado de resistencia a ciprofloxacina, que los diferentes aislamientos de
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gonococos pueden presentar. Para ellos se considera las cepas con CIM entre
1 pg/mly 2 pg/ml como aislamientos resistentes mientras que si la CIM es
mayor o igual a 4 pg/ml, los aislamientos seran considerados de alta resistencia
[29].

Las dltimas publicaciones del CDC y la WHO [30, 31] recomiendan como
tratamiento primario ante las infecciones causadas por Neisseria gonorrhoeae,
el uso de una Unica dosis de 250 mg de ceftriaxona seguida de una dosis de 1
g de azitromicina. Este tratamiento puede modificarse en algunos casos
particulares y también se indica que en caso de contar con ceftriaxona, esta
puede ser sustituida por 400 mg de cefixime. Los planes terapéuticos que
recomienda el Ministerio de Salud Publica en el Uruguay para infecciones por
N. gonorrhoeae implican el uso de dosis Unicas de 1 g de azitromicina, 250 mg
de ceftriaxona o 500 mg de ciprofloxacina. En el caso de ceftriaxona o
ciprofloxacina se recomienda agregar una Unica dosis de azitromicina con el fin

de tratar infecciones asociadas que se puedan presentar [32].

1.50RIGENES Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE
AISLAMIENTOS QNGR

A raiz de los estudios epidemiolégicos mencionados, es que en las Uultimas
décadas se han detectado la aparicién de cepas de N. gonorrhoeae resistentes
a ciprofloxacina las cuales se han ido incrementando de manera importante
[33]. Los primeros hallazgos fueron realizados en el sudeste asiatico, Africa y
Australia [4, 34].

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) establecié en el afio 1990 un
programa de vigilancia mundial que se encarga de colectar y analizar datos de
susceptibilidad antimicrobiana de gonococos, conocido como GASP
(Gonococcal Antimicrobial Surveillance Programme). Este programa busca
unificar datos de susceptibilidad de gonococos a los diferentes antibidticos de
manera de establecer controles y tomar decisiones en cuanto a los
tratamientos mas efectivos a nivel mundial y/o regional [35].

Este programa ha funcionado en diferentes regiones del mundo, como por

ejemplo en la regién oeste del pacifico (WPRO - Western Pacific Regional
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Office) el cual comienza a emitir reportes desde el afio 1992 [36]. Mas tarde, en
el afno 2007, se agrega a este programa los datos provenientes del sudeste
asiatico (SEAR - South East Asian Region) [37]. Son de suma importancia
estas regiones ya que en la década del 90 la mayor cantidad de infecciones se
dan alli como informa la OMS, de los aproximadamente 62 millones de casos a
nivel mundial en el afio 1995, alrededor de 29 millones son detectados en el sur
y sudeste de Asia [38]. En los primeros informes de este programa ya se
observan, entre los afios 1992 y 1994, la aparicién de casos endémicos de
gonococos ciprofloxacina resistentes (QRNG), en paises como Japon, China,
Hong Kong y Filipinas. Estos casos también aparecen en paises de la region
como Nueva Zelanda y Australia aunque en estas situaciones, los pacientes
adquirieron estas infecciones fuera del pais [39]. Para el afio 1996 estas cifras
continuaron creciendo, mostrando muy pocos paises de esta region sin casos
QRNG [36]. A nivel general estos nimeros se siguen incrementando, viendo
que en los afos 2007 y 2008 las tasas de QNGR alcanzan valores mayores al
75% e incluso llegando al 100% o muy cercanos en paises como China,
Mongolia, Tailandia, Hong Kong, India y Sri Lanka [37]. En este momento se
detectan porcentajes méas bajos en Australia y Nueva Zelanda aunque
igualmente significativos a la hora de optar por este tratamiento. Estos valores
se mantienen en los ultimos reportes publicados por el programa de WPRO
SEAR y por el AGSP (Australian Gonococcal Surveillance Programme) [40, 41].
A comienzos de los 90’ también se comienzan a detectar QNGR en otras
partes del mundo. Por ejemplo en Reino Unido se reporta el primer aislamiento
con sensibilidad reducida a ciprofloxacina en el afio 1990, en un paciente
proveniente de Tailandia [42]. Continuando con estudios en esta area se
continlan detectando casos de aislamientos con sensibilidad disminuida a
ciprofloxacina y fallas a tratamientos con 250 mg [43-45]. A partir de 1995 se
encuentran casos en Reino Unido, de pacientes que infectados en Filipinas y
Rusia, no respondieron a un tratamiento con 500 mg de ciprofloxacina,
encontrandose los primeros aislamientos con alto nivel de resistencia a este
antibidtico (MIC = 16 mg/ml) [46, 47]. En las ultimas décadas, la aparicion de
estos aislamientos a nivel mundial es cada vez mas comun [48]. En Espafia, a

partir de la década de los 90" se comienza a encontrar cepas con sensibilidad
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disminuida, pero es recién en el afio 2000 que se encuentra el primer
aislamiento con resistencia a quinolonas y un fuerte incremento en los afios
siguientes [49]. Una situacion similar se observo en suiza con la aparicion de
cepas resistentes en el 2002 y un posterior incremento de las mismas, aunque
en esos momentos todos los aislamientos con estas caracteristicas aparecen
debido a contactos sexuales fuera del pais [50]. Este comportamiento se repite
en Noruega donde el porcentaje de cepas resistentes a ciprofloxacina crece
desde un 3% en el afio 1995 a un 47% en el 2007, donde la mayoria de estos
casos fueron adquiridos en Asia [51].

En Africa, en un principio no se detectaron cepas QNGR debido a que no era
un antibiético de uso a causa de su baja disponibilidad. Con el tiempo fueron
apareciendo cepas resistentes como en las demas partes del mundo [52].

En nuestra region, la situacién no difiere considerablemente de lo que ocurre
en otras partes del mundo, aunque si podemos ver que las apariciones de
cepas resistentes a quinolonas es un poco posterior a lo que se describid
previamente. Desde comienzos de los 90" un total de 130 laboratorios
distribuidos en 43 paises comienzan a participar del programa de vigilancia de
la OMS, GASP para Ameérica y el Caribe. EEUU y Canada mantienen desde
entonces importantes controles de vigilancia y reportes de datos de
sensibilidad.

Argentina, en la década del 90 comienza un activo trabajo en la vigilancia de N.
gonorrhoeae. En 1993, el centro nacional de referencia para enfermedades de
transmision sexual establecido en la argentina desde el afio 1980, comienza a
formar parte del programa de la OMS de vigilancia de gonococos, GASP. Un
screening publicado en el afio 2001, muestra la evolucion de la sensibilidad a
antibiéticos, de aislamientos de N. gonorrhoeae recolectados entre los afios
1985 y 1999 [53]. De los 33316 aislamientos analizados, solo 1 presento
sensibilidad reducida a ciprofloxacina (MIC = 0,5 pg/ml) y fue aislado en el afio
1996 [53, 54]. Trabajos posteriores comienzan a encontrar cepas resistentes a
ciprofloxacina. En Argentina, es donde se cree que se presenta el primer caso
de una cepa con alta resistencia a quinolonas de América Latina. Este caso
ocurre en el 2000 en un paciente de 34 afios del cual se obtiene un aislamiento

que muestra una CIM a ciprofloxacina de 16 pg/ml [54]. En la provincia de
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Santa Fe se reportan dos aislamientos con CIM de 2 pg/ml ese mismo afio, que
luego se demostr6 por medio de electroforesis de campos pulsantes (PFGE)
que ambos pertenecian a un mismo clon [55]. Este mismo trabajo, informa de
otro aislamiento en el afio 2003 con una alta resistencia a ciprofloxacina (CIM =
16 pg/ml), que el estudio de PFGE muestra que no esté relacionado con los
dos casos antes descriptos. Trabajos publicados en los ultimos afios han
mostrado un fuerte incremento de las cepas QNGR llegando a niveles que
superan el 50% [56].

La situacion en Uruguay es concordante con lo ocurrido en paises de la region
y es otro de los paises de América que presenta un laboratorio de referencia
para N. gonorrhoeae perteneciente al GASP, donde se realiza un importante
trabajo de vigilancia. Se reportan en el afio 1997 dos cepas con sensibilidad
disminuida a ciprofloxacina pero es en la década siguiente que se empezaron a

encontrar en mayor numero cepas con resistencia a ciprofloxacina [57, 58].

1.6MECANISMOS DE RESISTENCIA

Como vimos, la eleccion de un antibiético para el tratamiento de las infecciones
bacterianas no es tarea sencilla. Es fundamental entonces conocer los
numerosos mecanismos que han desarrollado las bacterias para sobrevivir a la
accion de los antibidticos, entenderlos y estudiarlos detalladamente de manera
de tomar las maneras mas eficientes de tratamiento. Se ha observado que los
gonococos han desarrollado en los Gltimos afios resistencia a las quinolonas.

A la hora de tratar de entender el comportamiento de la diferentes cepas de N.
gonorrhoeae respecto a los antibidticos es necesario conocer las diferentes
maneras que tienen las bacterias de generar resistencia [2].

Una posibilidad es la disminucion en la entrada del antibiotico. Muchas drogas
utilizan sistemas de transporte trans-membrana presentes en la célula para
ingresar y actuar en sus blancos intracelulares. Algunas bacterias por tanto,
generan acciones sobre el sistema de transporte utilizado y de esta manera
adquiere cierta resistencia sobre la droga. Este mecanismo es uno de los
primeros que fueron observados en el caso de la penicilina por A. Flemming.

De todas maneras este mecanismo de resistencia no tiene gran relevancia
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dado que no se genera un blogueo total en la admision del antibidtico y ademas
puede ser superado facilmente con el aumento en la cantidad de droga
administrada. De todas maneras, la aparicibn de estos mecanismos genero
diversas lineas de investigacion dado que se observaron muchos casos en los
que ocurren junto a otros mecanismos de resistencia. Otra manera mas
significativa por la que las bacterias aumentan su resistencia es disminuyendo
el contacto del sitio blanco con la droga, produciendo la expulsién de la misma.
En este caso la droga ingresa a la célula y el desarrollo de alguna proteina
sistemas de proteinas, permite el transporte de la droga hacia el exterior
disminuyendo la concentracion intracelular.

Otra posibilidad es la inactivacion del antibiético. Mediante este tipo de
mecanismos, la droga entra a la célula donde es inactivada por modificaciones
enzimaticas. Estas enzimas han sido blanco de diversas investigaciones dado
su especificidad para actuar sobre determinados antibioticos y por la variedad
de enzimas existentes que actlan sobre un mismo antibiético. Un ejemplo son
las enzimas que reaccionan con penicilina o cefalosporinas, llamadas
penicilinasa y cefalosporinasa respectivamente [59]. Otras de estas enzimas
modifican o inactivan otros antibiéticos como la estreptomicina, la kanamicina, y
otras drogas estructuralmente relacionadas, por la adicion de un grupo quimico
que altera la actividad de la droga. El cloranfenicol también esta sometido a
este tipo de mecanismos de resistencia.

En algunas ocasiones la bacteria genera una alteracion del sitio blanco de
accion del antibidtico. En este caso se crean copias mutadas de las moléculas
blanco sobre las que el antibiético no actia y de esta manera escapan a la
accion de estos. Algunos ejemplos de este tipo de mecanismos es el caso de
los B-lactdmicos, donde se modifica las enzimas que asisten en la produccion
de peptidoglicanos celulares, no siendo capaces de sintetizar la pared celular
en presencia del antibidtico. Para el caso de las quinolonas la modificacion en
muchas bacterias se da en los genes gyrA y gyrB que codifican para las
subunidades A y B de la ADN girasa, y los genes parC y parE que codifican
para las subunidades de la topoisomerasa IV.

El eflujo activo es un mecanismo de resistencia ampliamente distribuido en las

bacterias patégenas. En el caso de las bacterias Gram negativas las bombas
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de eflujo predominantes pertenecen a la superfamilia RND, las cuales tienen un
amplio espectro de sustratos que incluye antibidticos antisépticos, colorantes y
detergentes. En particular en la bacteria patdgena gram negativa N.
gonorrhoeae la sobre-expresion de la bomba de eflujo MtrRCDE, perteneciente
a la familia RND, ocasiona disminucién de sensibilidad a varios antibiéticos
Gtiles en el tratamiento de la infeccion, y a la seleccion de otros mecanismos de
resistencia [60, 61]. Esta sobre-expresion se genera por mutaciones en la
region codificante de la proteina represora MtrR o sobre la zona del promotor
del gen mtrR. Una mutacién en cualquiera en los genes del operdn suprime el
fentipo, produciendo cepas hipersensibles a los agentes hidrofébicos [62, 63].
El conocimiento existente de la secuencia de los genes que codifican para la
proteina reguladora y para los genes estructurales, la metodologias ya
desarrolladas para estudiar la expresion del operon y para probar
definitivamente la implicancia de las mutaciones en la sobre-expresion, aportan
el conocimiento necesario para la obtencién de un buen modelo para el estudio
de potenciales inhibidores de bombas de eflujo de la superfamilia RND. El
desarrollo de inhibidores de bombas de eflujo es una estrategia promisoria para
restaurar la actividad de los antibiéticos existentes por lo que varias de estas
sustancias han sido estudiadas en los ultimos afios [64].

La resistencia de bacterias frente a un Unico antibittico es extrafia y raramente
causa problemas clinicos. Hoy en dia, con el uso de sucesivos medicamentos
para combatir las bacterias causantes de infecciones, estas van adquiriendo
mecanismos de resistencia para los sucesivos antibiéticos administrados en la
comunidad. Jacob Kupersztoch estudio la multi-resistencia que presentaba
Shigella en Méjico [65]. Encontré que se podia evaluar la resistencia en funcion
de la cronologia de antibiéticos administrados en la comunidad. Las
resistencias mas comunes encontradas correspondian a los primeros
antibidticos que fueron utilizados contra esta bacteria y asi sucesivamente. De
esta manera podemos ver que con el correr del tiempo, se van creando
microorganismos cada vez mas resistentes a mayor nimero de drogas [2].

Las bacterias que presentan este patron de resistencia son producto de una
presion de seleccién del antibidtico que se fue desarrollando desde el comienzo

del empleo de estas drogas. La multi-resistencia se encuentra generalmente en
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bacterias que causan infecciones, pero también se observa este
comportamiento en microorganismos de la flora normal que colonizan en tracto
intestinal, la piel y las vias respiratorias superiores [66].

Cuando hablamos de resistencia bacteriana no podemos dejar de lado la
existencia de los plasmidos [2]. El material genético formado por un Unico
cromosoma no es suficiente por si solo en la vida y la supervivencia de estos
microorganismos por lo que a través de la evolucidn, las bacterias han
adquirido otro tipo de material genético separado del cromosoma, que se
replica y transcribe independiente del ADN cromosémico, y que es conocido
como plasmido. Diferentes plasmidos pueden estar presentes en una misma
célula, y este tipo de ADN puede presentar numerosos genes, lo que le
conferird a la célula portadora la capacidad de desarrollar nuevas funciones y
fabricar nuevos productos no presentes en el genoma original de la misma.
Este lo confiere a las bacterias la capacidad de adquirir mecanismos de
resistencia del ambiente. Una de las principales funciones que adquieren las

bacterias de esta manera es la de resistir a la accién de los antibioticos.

1.7RESISTENCIA DE GONOCOCOS A CIPROFLOXACINA

Se han encontrado y comprobado para la penicilina, diversos mecanismos de
resistencia asociados como bombas de eflujo, ingreso afectado a nivel de
porinas y modificaciones en las moléculas blanco [67]. La situacion no es tan
clara para el caso de la ciprofloxacina. Diversos estudios realizados hasta el
momento han esbozado algunas caracteristicas de las cepas QNGR que
podrian explicar el mecanismo de resistencia que estas adquirieron. La
ciprofloxacina actla sobre las topoisomerasas por lo que la mayoria de estos
trabajos se enfocan sobre mutaciones puntuales que puedan afectar estas
proteinas. Muchos de estos estudios sobre cepas con resistencia a
fluoroquinolonas muestran ciertos cambios caracteristicos a nivel cromosémico.
Se ha podido observar en numerosas ocasiones, las mutaciones puntuales
sobre el gen gyrA que lleva a cambios aminoacidicos sobre la subunidad A de
la ADN girasa y sobre el gen parC que cambiara aminoacidos en la

topoisomerasa IV [68]. Especificamente se ha demostrado que las cepas con
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sensibilidad disminuida a este tipo de antibidticos presentan una Unica
mutacion de gyrA 'y para el caso de cepas con resistencia se observa una doble
mutacion sobre este gen. Estos cambios involucran sustituciones de los
residuos de Ser-91 y/o Asp-95 en gyrA, destacandose como el reemplazo més
comun la aparicion de un residuo Phe en lugar de la Ser-91. También se
observo que una Unica mutacién en el gen parC esta asociada a las cepas que
presentan alta resistencia [69-76].

La doble mutacion encontrada en gyrA puede ser considerada como
marcadores de alta resistencia a fluoroquinolonas, pero el hecho de que estas
sustituciones no se den no asegura una sensibilidad a este tipo de antibioticos.

Se han encontrado también aislamientos que presentan alta resistencia a
fluoroquinolonas pero que carecen de la mutacién descrita para parC [71, 74].
Este hallazgo podria indicar que otros mecanismos complementarios a la
mutacion en gyrA pueden estar actuando a la hora de conferirle este tipo de
resistencia significativa. En otras bacterias, la resistencia a fluoroquinolonas
esti asociada a mecanismos de eflujo, por lo que es una alternativa importante
en la busqueda de algin mecanismo complementario. En gonococos, la
resistencia a agentes hidrofébicos esta mediada por el sistema de eflujo
MtrRCDE [77]. Trabajos realizados en la catedra han observado que los
aislamientos de Neisseria gonorrhoeae estudiados han presentado en los
ultimos afios, mas especificamente entre el 2000 y el 2007, un incremento en la
expresion de la bomba de eflujo MtrCDE y que estos fenotipos estan asociados

a aumentos en los valores de CIM a ciprofloxacina [78, 79].

1.8METODO DE TIPIFICACION

La epidemiologia puede ser definida como el “el estudio de la distribucion y de
los determinantes de los estados o acontecimientos relacionados con la salud y
su aplicacion al control de estos problemas en las poblaciones” [80].

Para realizar con éxito este tipo de estudios es de gran importancia llevar a
cabo métodos sencillos y efectivos de tipificacion de los microorganismos
causantes de las diferentes enfermedades infecciosas. Muchos brotes

epidémicos surgen a partir de una Unica fuente. Estos microorganismos por
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tanto son clonales, es decir progenie de una misma cepa, lo que los convierte
en aislamientos genéticamente idénticos o muy similares.

Mediante la aplicacién de los diferentes métodos de tipificacion, se busca
conocer los diferentes brotes, identificar correctamente los microorganismos
causantes de las infecciones y por ende llevar a cabo, en caso de que sea
posible, una inmunizacion de la poblacién. Por todo esto, es imprescindible que
los métodos a utilizar sean capaces de clasificar las diferentes cepas a
estudiar, permitiendo agrupar los aislamientos epidemiolégicamente
relacionados y distinguir los que no estén relacionados.

Para evaluar los métodos de tipificacion, es necesario tener en cuenta algunos
conceptos importantes. Uno de ellos es la reproducibilidad. Este concepto se
refiere a la capacidad de un método de identificar un mismo aislamiento en
diferentes ocasiones, en diferente tiempo y diferente lugar. El otro concepto
clave es el poder de discriminacion, que se refiere a la probabilidad de que en
el analisis de una determinada poblacion, dos cepas no relacionadas sean
caracterizadas como diferentes y clasificadas como pertenecientes a dos
subtipos diferentes. En el trabajo publicado por Hunter y Gaston [81] se
propone, para la evaluacién de esta caracteristica, la aplicacion de un indice
numeérico, conocido como el indice de Simpson que viene dado por la siguiente

ecuacion:

1 izs

D=1- mz nj (nj = 1)

j=0

Donde D es el indice de discriminacion, N el nimero total de cepas de una
poblacién a analizar, s el nimero de subtipos y nj el nimero de cepas
pertenecientes al subtipo j.

A lo largo de mucho tiempo las técnicas de tipificacion, mas usadas estuvieron
centradas en el estudio de uno o mas marcadores fenotipicos. La
determinacion de auxotipo y serotipo en N. gonorrhoeae es un ejemplo. El
auxotipo esta basado en la capacidad de ciertas cepas de crecer sin ciertos
aminoacidos, purinas o pirimidinas, u otros nutrientes especificos y se ha
utiizado comunmente en estudios epidemiolégicos. Esta técnica es
complicada, requiere un intenso trabajo y consume mucho tiempo. La otra

técnica que se mencionaba, del estudio del serotipo se realiza con un panel de
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anticuerpos monoclonales dirigidos contra determinados epitopes. En los casos
mas comunes en Neisseria los anticuerpos estan dirigidos a epitopes ubicados
en las proteinas de membrana PorB [13, 82]. Esta clase de tipificacion requiere
anticuerpos monoclonales bien caracterizados, y por tanto presenta algunas
limitaciones como son la incapacidad de discriminar entre cepas de individuos
no relacionadas epidemiolégicamente, su reproducibilidad, el requerimiento de
reactivos especificos, la especificidad de especies que presentan, entre otros
detalles [15, 17, 83]. Generalmente la caracterizacion por auxotipo y serotipo se
utiliza de manera combinada aumentando su capacidad de discriminacion
significativamente.

Buscando solucionar estos inconvenientes, se han estudiado diferentes
variantes como por ejemplo la tipificacion basada en los perfiles de resistencia
a los antibidticos, pero en este caso la habilidad de los gonococos para
transferir mecanismos de resistencia contra los diferentes antibioticos
descartan a este tipo de técnicas como candidatas para la tipificacion en
estudios de epidemiologia que se prolonguen en el tiempo.

En los ultimos afios, de la mano de los avances significativos en el area de la
ciencia, son més los estudios que buscan trabajar con técnicas de tipificacion
molecular. Estas técnicas, revolucionaron la epidemiologia, dado su alto poder
discriminatorio, su alta reproducibilidad y su capacidad de tipificar todas las
cepas. Se basan en el estudio de diferentes moléculas que se pueden clasificar
en tres grupos:

-Lipopolisacéaridos y acidos grasos

-Proteinas

-Acidos Nucleicos

En el grupo de Lipopolisacaridos y acidos grasos, se destaca el andlisis por
SDS-Page, utilizados fundamentalmente para bacterias gram negativas. Son
meétodos simples pero de bajo poder discriminatorio.

En cuanto a los métodos de proteinas, se destaca el MLEE (Multi locus
enzyme electrophoresis). Este método consiste en la determinacion de
movilidad electroforética de un set de enzimas constitutivas de las bacterias.
Estos métodos son muy utilizados para el estudio epidemiol6ogico de

enfermedades infecciosas [84].
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Por dltimo estan los métodos basados en el estudio de &cidos nucleicos. Se
han investigado numerosos métodos de caracterizacion basados en el trabajo
con el ADN bacteriano, donde se busca comparar genéticamente las diversas
cepas de N. gonorrhoeae, ya sea mediante el andlisis por RFLP (Restriction
Fragments Length Polymorphism), de todo el ADN o de genes individuales, o
mediante la amplificacion por PCR con la consecuente secuenciacion de
fragmentos polimérficos [15, 83-87]. Uno de los métodos moleculares genéticos
mas utilizados es la tipificacion del gen opa de Rourke et al. [87]. Este método
se basa en el analisis de patrones de bandas encontrados tras la digestion con
enzimas de restriccion del producto de amplificacion de los 11 genes opa.
Como otros tantos métodos genéticos basados en comparacion de patrones de
bandas, el principal inconveniente radica en la dificultad en la comparacion de
resultados de un laboratorio a otro, ademas de su dificultad en el analisis de
numerosos aislamientos.

Diversas razones han llevado a que hoy en dia, las técnicas que implican la
secuenciacion de determinados segmentos de ADN sean las mas empleadas.
Estos métodos presentan numerosas ventajas entre las que se pueden
destacar el hecho de lograr ensayos que permitan obtener resultados que
pueden ser compartidos y comparados de manera sencilla entre los diferentes
laboratorios y a lo largo del tiempo. Esto permite generar por ejemplo grandes
bases de datos de facil acceso para los diferentes investigadores, lo que
permite realizar un relevamiento mundial de las cepas, ampliando la
transmision de datos entre los laboratorios, y ofreciendo una herramienta
sumamente (til en los estudios epidemiolégicos.

El principal problema en este tipo de técnicas radica en encontrar un fragmento
de ADN de un tamafio que sea beneficioso en cuanto al costo y la eficacia.
Ademés el marcador genético que se elija debe ser lo suficientemente
polimérfico para que se puedan distinguir cepas que no estén relacionadas
epidemiolégicamente [17]. Es por ello que los genes codificantes de proteinas
expuestas a la superficie, son de gran interés, dado la seleccién producida por
la respuesta inmune del huésped.

Uno de los fragmentos de ADN ampliamente elegidos es el locus por, de

aproximadamente 1 kb, el cual, como mencionamos, codificara una de las
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proteinas transmembrana, llamada proteina Pl de N. gonorrhoeae, también
conocida como PorB (secuenciacién por). Este locus, que se encuentra en
todas las cepas en la forma de alguno de los dos alelos con alta homologia
porA 'y porB, ofrece numerosas ventajas. Entre otras cosas, se espera que este
gen muestre altos niveles de variacion genética dado que codifica una proteina
de membrana altamente polimoérfica [15, 16]. Estas proteinas no sufren grandes
variaciones durante una infeccién, como si ocurre en el caso de otros antigenos
como los pili o lipooligosacéridos [88].

Los primeros trabajos que involucraron este gen, se encargaron de desarrollar
meétodos que involucran la secuenciacién del gen completo. Esto, a pesar de
demostrar un gran poder discriminatorio, no es del todo practico, implica mucho
trabajo y realmente no es necesario dado que se ha demostrado que puede
utilizarse un fragmento interno de este gen que abarque los segmentos mas
variables del mismo, obteniendo resultados similares [17, 89].

Algunos trabajos han mostrado que cepas que fueron reconocidas como
idénticas mediante la tipificacion por el gen opa, tienen secuencias de por que
se diferencian en la sustitucion de al menos un par de bases y viceversa.
Aunque podria decirse que la tipificacion del gen opa puede ser considerado un
meétodo mas efectivo, se demostro que la tipificacion del gen por puede también

ser usada como técnica de caracterizacion de N gonorrhoeae [15, 17, 89].

1.8.1NG-MAST

Un trabajo publicado en 2004 [89], propone un nuevo método de tipificacion de
N. gonorrhoeae, basado en la secuenciacion de dos locus altamente
polimérficos. Uno de ellos es el gen por, codificante de las proteinas
transmembrana PorB, el otro locus es el tbpB, gen que codifica para la
subunidad 8 de la glicoproteina transportadora de hierro. EI método de Martin
et al. implica la amplificacién y posterior secuenciacion de dos segmentos
internos de los genes por y tbpB.

Para ello se utilizan los siguientes primers:

Tabla 2. Primers a utilizar. Numeracion basada en la secuencia por de la cepa MS11 (GenBank
M21289) y tbp de la cepa UU1008 (GenBank 2286066) [89].

Primer F (5" - 3") Primer R (5" - 3")
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por | 3°CAA GAA GAC CTC GGC AA366 1088CCG ACA ACC ACT TGG T?07t

1098CGT TGT CGG CAG CGC GAA | 186TTC ATC GGT GCG CTC GCC

tbpB
AAClllB TTGlGGG

Los primers por estan dirigidos a regiones conservadas de la secuencia,
ubicadas en la zona previa al inicio del loop 2 y del loop 8 y sirven tanto para el
alelo porlA como para el alelo porIB. El producto de amplificacion obtenido es
de aproximadamente 737 pb. Los primers tbpB también estan dirigidos a
regiones conservadas del gen y permite obtener un producto de
aproximadamente 589 pb. A partir de la secuenciacién de los productos
obtenidos, se toman, en el caso del producto del gen por, un fragmento de 490
pb definido a partir de la posicion 455, tomando como referencia la cepa MS11
(GenBank M21289). Para el producto obtenido del gen tbp, el fragmento a
estudiar es de 390 pb comenzando en la posicion 1118 en la secuencia de la
cepa UU1008 (GenBank 2286066).

Para el andlisis de los resultados, es necesario tener en cuenta la base de

datos electronica, de facil acceso, www.ng-mast.net. Es alli donde se

centralizan los datos obtenidos mediante este ensayo, en diferentes
laboratorios. Al ingresar las secuencias obtenidas para por y tbp, el sistema nos
brinda el nimero de alelo al que corresponden estas secuencias en la base de
datos o en caso de ser una nueva secuencia, se le asignara un nuevo numero.
Luego, mediante la combinacion de los nimeros alélicos por y tbpB, se asigha
un determinado sequence type (ST).

Al intentar profundizar el estudio de las cepas circulantes en una comunidad, se
busca llevar adelante andlisis que nos permitan relacionar mas a fondo las
caracteristicas moleculares y los perfiles de resistencia a los diversos
antibidticos de uso. En esta linea podemos encontrar el trabajo realizado
recientemente por Chisholm et al. [90] que propone una nueva caracterizacion
de las cepas en estudio donde se establece un nuevo grupo de clasificacion,
que se da a conocer como genogrupo. Al analizar los diferentes STs obtenidos
para las diferentes cepas analizadas por NG-MAST, se consideran
pertenecientes a un mismo genogrupo a todas las cepas que compartan uno de

los alelos del NG-MAST (alelo por o alelo tbpB) y el alelo restante presente por
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lo menos un 99% de similitud. Este 99% de similitud implica que para el alelo
por las diferentes cepas no difieran en mas de 5 pares de bases y para el caso
de alelo tbpB en més de 4 pares de bases. De esta manera, se clasifican en
genogrupos y se nombran con la letra G seguido del nimero de ST que

predomina en cada grupo.

2.0BJETIVOS

Como se menciono anteriormente, nuestro pais presenté no solo un rapido
amento en el numero de aislamientos de N. gonorrhoeae, sino también en los
valores de CIM que presentan. Esto puede corresponder a la diseminacion
clonal de una o pocas cepas y de la adquisicibn de nuevos mecanismos de
resistencia.

Por ello en este trabajo se busca contribuir al conocimiento de la epidemiologia
de la resistencia a Ciprofloxacina en Neisseria gonorrhoeae y de los

mecanismos bioquimicos que la determinan.

2.10BJETIVOS ESPECIFICOS

»Confirmar los niveles de resistencia a Ciprofloxacina de aislamientos
locales

»Estudiar la distribucion temporal de dichos aislamientos

»Caracterizar los aislamientos utilizando los patrones de resistencia a
Penicilina, Tetraciclina, Ceftriaxona y Azitromicina y el fenotipo Mtr

»Desarrollar una técnica de amplificacion por PCR para diferenciar
aislamientos conteniendo los diferentes alelos del gen por

»Analizar la relacion clonal de los aislamientos

»Determinar el rol de la porina PorB IB y del fenotipo Mtr en la resistencia a

ciprofloxacina
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3.MATERIALES Y METODOS

3.1CULTIVOS Y SELECCION DE CEPAS

Como resultado del trabajo de estudio de mecanismos de resistencia y
transmision de genes de resistencia, trabajo de investigacion principal del
laboratorio de microbiologia clinica de la Facultad de Quimica (UDELAR) desde
hace mas de una década, se dispone de una coleccibn muy importante de
aislamientos de N. gonorrhoeae, caracterizados segun fenotipos de resistencia
en el que se incluye el fenotipo MTR (cepas que gracias a la accion del sistema
de eflujo mtrCDE expresan un alto nivel de resistencia a agentes hidrofébicos).
Para algunos de los aislamientos también se ha estudiado en profundidad la
expresion y las mutaciones existentes en el operén MtrRCDE. La numerosa
coleccion conservada en el laboratorio fue analizada de manera de tener un
perfil de sensibilidad a antibiéticos completo y por ende observar y controlar el
avance de los diferentes mecanismos de resistencia presentes en la
comunidad local. Estos aislamientos fueron proporcionados principalmente por
centros de salud localizados en la ciudad de Montevideo y en menos medida
por centros localizados en del interior del pais.

Como se mencion6 anteriormente, el Ministerio de Salud Publica en el Uruguay
recomienda para infecciones por N. gonorrhoeae el uso de dosis Unicas de 1 g
de azitromicina, 250 mg de ceftriaxona o 500 mg de ciprofloxacina [32]. Dado
qgue a nivel mundial pudo observarse un significativo aumento en la resistencia
que presentan estas bacterias a fluoroquinolonas, se opt6é para este trabajo,
por seleccionar, dentro de la coleccibn de cepas existentes, aquellas que
presenten resistencia o sensibilidad disminuida a ciprofloxacina. De las cepas
existentes en el banco del laboratorio, la primera cepa con esta caracteristica
aparece en el afio 2004 y aumenta considerablemente en el afio 2007 con un
importante niumero de este tipo de cepas. Todos los aislamientos estan
codificados con las letras NG seguidas de un numero de 6 cifras en el que las
primeras dos corresponden al afio que fueron aislados, las siguientes dos cifras
corresponde a una codificacion de identificacion del centro de salud donde fue
recolectada la muestra y las Ultimas dos son nimeros consecutivos segun la

entrada de las muestras al laboratorio. De aqui en més puede encontrarse en
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este trabajo, los cédigos de los aislamientos como nimeros de cuatro cifras, sin
las cifras de identificacion del centro de salud, con el fin de simplificar la
codificacion.

Los aislamientos fueron subcultivados en medio Agar base GC (Oxoid)
enriquecido con suplemento Kellog-Cistina al 1% (v/v). Las placas fueron
incubadas 24 horas, en atmdsfera de 5% de CO.. Posteriormente se realizo
coloracion de gram, prueba de oxidasa, superoxol y test de carbohidratos para
confirmacion.

Las cepas fueron conservadas en caldo cerebro-corazon (BHI, Oxoid) con

glicerol al 10% (v/v) y almacenadas a -80°C.

3.2ENSAYOS DE IDENTIFICACION

3.2.1TINCION GRAM [2]

La clasificacion mas comun se da en cuanto a la posibilidad de las bacterias de
teflirse por la técnica de Gram, métodos descubierto por Hans Christian Gram a
fines de la década de 1880. Este método distingue las bacterias en base a la
estructura de componentes de la pared celular. Las bacterias gram-negativas,
tienen una pared celular de tres capas. La mas externa esta compuesta por
una membrana bilipidica asimétrica conteniendo glucolipidos y funciona como
proteccion extra para la célula. La capa media mantiene la forma vy rigidez, y
esta compuesta por peptidoglicano mientras que la capa interna es la
membrana celular cuya funcion principal es la de mantener el material que la
célula necesita y excretar el material toxico. Las bacterias gram-positivas no
tiene la membrana bilipidica externa y su contenido de peptidoglicano es
mucho mayor que la de las bacterias Gram negativas. N. gonorrhoeae, es una

bacteria Gram negativa.

3.2.2PRUEBA OXIDASA [5, 9]

Prueba realizada con el reactivo de Kovacs, el cual es una solucion 1% p/v de
diclorhidrato-tetrametil-p-dihidroclorofenilendiamina. Se basa en detectar la

presencia de citocromo c en la cadena respiratoria del microorganismo.
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Al ser este reactivo, toxico para la bacteria, generalmente no se aplica directo
sobre la placa sino que se toma un papel absorbente el cual es humedecido
con el reactivo de Kovacs. Con un aplicador de madera se toman algunas
colonias aisladas y se frotan sobre el papel. Para considerar el resultado como
positivo, se debe observar la aparicion de un color purpura rapidamente
(aproximadamente 10 segundos de la aplicacion). Se debe realizar sobre un
cultivo fresco, es decir de entre 18 y 24 horas y tomar la precaucion de no
realizarlo con asa de nicromo las que pueden arrojar resultados falsos

positivos.

3.2.3PRUEBA SUPEROXOL [5]

Esta prueba se realiza con el reactivo de H>0 al 30%. Se toma con un ansa
crecimiento de un cultivo fresco de entre 18 y 24 horas y se transfiere a una
placa donde se le agregara el reactivo. N. gonorrhoeae se caracterizan por una
reaccion muy fuerte (explosiva) en esta prueba apenas entra en contacto con el
H20o.

3.2.4UTILIZACION DE CARBOHIDRATOS

Se basa en la habilidad diferencial de las especies de Neisseria de metabolizar
carbohidratos (glucosa, lactosa, sacarosa y maltosa), produciendo &cido. Se
puede realizar este ensayo en medios acondicionados para la deteccion del
acido producido, con indicadores de pH, o mediante kits comerciales. En
nuestro trabajo utilizamos la técnica rapida que no requiere el crecimiento de la
bacteria [91]. En cada hoyo (uno por cada azlcar a estudiar) de una placa de
microtitulacion, se coloc6 100 pL de una solucion buffer de fosfatos con un
indicador de pH, a la que se agrego 5 L de una suspension del aislamiento en
estudio con una turbidez 4 de la escala de Mac Farland, y 5 pL de una solucion
del carbohidrato al 20%. Luego de 4 horas de incubacion a 35°C, se leyo el
resultado segun se observé cambio de color del indicador a medio &cido (el
aislamiento utiliza el carbohidrato) o no (no utilizacion del carbohidrato). En

cada ensayo se utilizaron cepas de identidad conocida como control de calidad.
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3.3EXTRACCION DE ADN, PCR Y ELECTROFORESIS EN
GELES DE AGAROSA

3.3.1ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

Se prepararon minigeles de agarosa en buffer TBE 0,5 X (45 mM Tris-borato/1
mM EDTA). Segun el tamafio de gel necesario se puede preparar 20 o 40 ml.
Se fundi6é la agarosa hasta obtener una solucion totalmente traslucida. Se
agrego, después de fundida, 1 ul de una solucion de bromuro de etidio 10
mg/ml cada 20 ml de agarosa. Se colocé el gel en un soporte adecuado, se
colocé el peine con el numero de pocillos necesario y se dejo solidificar. Se
prepararon las muestras con buffer de carga 6 X conteniendo azul de
bromofenol y glicerol. Se dejé migrar en buffer TBE 0,5 X, a aproximadamente
100 mV, por aproximadamente 20 minutos. Se detuvo la corrida y se visualizé

bajo transiluminador de luz UV.

3.3.2EXTRACCION DE ADN

Se realiz6 un protocolo modificado del descripto por Ausubel et al [92].

Para la extraccion del ADN genémico de los aislamientos, las colonias aisladas
de gonococos fueron utilizadas para la preparacion de una suspension celular
(3 en escala Mac Farland) en 600 pl de suero fisioldgico y se centrifugd a
10.000 rpm por 10 minutos, descartandose el sobrenadante por inversion. Se
resuspendio el pellet pipeteando en 200 ul de buffer TE pH 8.0 (10 mM Tris-HCI
/1 mM EDTA) a los que se le agregaron 20 pl de lisozima 50 mg/ml. Se incub6
a 37°C durante 15 minutos. Se agregaron 250 pl de buffer TE pH 8.0, 25 pl de
SDS 10 % y 3 pl de proteinasa K 20 mg/ml y luego de mezclar se incubaron 1
hora a 37°C. Inmediatamente después, se colocaron los tubos en hielo durante
5 minutos. Se agreg6d 285 pl de NaCl 5 M frio y se agité por inversion.
Posteriormente se incub6 en hielo durante 10 minutos, agitando por inversion
por lo menos 5 veces durante la incubacion. Al finalizar los 10 minutos de
incubacion, se centrifug6 a 13.000 rpm 15 minutos a 4°C. El sobrenadante fue
transferido a un tubo coénico de 1,5 ml, sin aspirar el precipitado que se
desprende facilmente. En los casos en que el sobrenadante estaba muy sucio

se repitio la centrifugacion. Una vez recuperado el sobrenadante, se agreg6
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igual volumen de isopropanol frio para precipitar el ADN y se volvié a agitar por
inversion hasta que se observara la formacion de una “medusa”. Se continud
centrifugando a 13.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante fue
eliminado por inversiéon y se lavo el precipitado con 900 pl de etanol 70% frio.
Se volvio a centrifugar a 13.000 rpm durante 2 minutos a 4°C. Luego de retirar
el sobrenadante y aspirar los restos de etanol cuidadosamente, se dejo secar
destapado y protegidos en estufa a 37°C.

Para finalizar, se resuspendio el precipitado en 100 pl de H>O miliQ y se incubd

a 65°C por aproximadamente 20 minutos.

3.3.3ANALISIS DE CALIDAD DEL ADN GENOMICO.

De manera de comprobar que las muestras no se encuentren degradadas, se
corren las soluciones de ADN obtenidas en un gel de agarosa 0,8%. Se
tomaron 3 ul de cada una de las muestras de extraccion y se les agreg6 2 pl de
buffer de carga 6 X. Se sembraron los 5 pl en el gel.

Una vez visualizadas las bandas correspondientes en el gel se analizo la
eficiencia de la reaccion de extraccion midiendo la concentracion de ADN
mediante espectrofotometria. Para ello se diluyé la muestra, se midio la
absorbancia a 260 nm en un espectrofotometro Spectronic Genesys 5 y se

aplico la siguiente formula:

Conc. (ng/ul) = Aze0 X Fdil X Coefapn

donde:

A260 — Absorbancia medida a 260 nm

Fqi — Factor de dilucién de la muestra a medir

Coefapn — Coeficiente de extincion para el ADN doble hebra que es 0.020
(ug/mL)1 cm 1, por lo que una densidad oOptica (OD) de 1.000 corresponde a

una concentracién de 50 pg/mL para el ADN doble hebra

Dado que estas muestras van a ser utilizadas para la reaccion de PCR, el
resultado debe permitir obtener cantidades suficientes que permitan utilizar

entre 10 y 40 ng por reaccion
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Adicionalmente podemos evaluar la pureza de la muestra obtenida, y poder
determinar la ausencia o presencia de proteinas contaminantes en la muestra
de acido nucleicos. Dado que las proteinas pueden absorber a una longitud de
onda de 280 nm debido a los residuos arométicos presentes en amino4cidos
como triptéfano y tirosina, la medida a esta longitud de onda es indicador de
proteinas contaminantes. Se calculé por tanto el cociente entre la absorbancia
a 260 nmy a 280 nm:

Pureza = Abs2so / Abs2so

En caso de que la muestra no contenga cantidades significativas de proteinas

contaminantes es esperable un resultado superior a 1,8.

3.3.4PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION)

La PCR es una técnica rapida de alta especificidad. Esta técnica utiliza la
enzima ADN polimerasa que dirige la sintesis de ADN. Estas enzimas
sintetizan la cadena complementaria de DNA en el sentido 5° > 3" usando
como molde ADN monocatenario e incorporando nucledtidos en el extremo 37,
a partir de una regiébn de doble cadena. Los primers o cebadores, son
oligonucle6tidos monocatenarios sintéticos, que se unen a una region
especifica de la cadena simple de ADN generando estas regiones de doble
cadena necesarias para que comienzo a trabajar la ADN polimerasa [93]. En
los comienzos se utilizaba ADN polimerasa extraida de E. coli. Hoy en dia, la
enzima que generalmente se usa es la conocida como Tag polimerasa. Esta es
extraida de la bacteria Thermus aquaticus y tiene como principal ventaja, el ser
termoestable, es decir que puede soportar periodos de incubacién largo a altas

temperaturas [94].

Por tanto, la técnica de PCR basa en la repeticion de un ciclo formado por tres
etapas:

1. Desnaturalizacion

2. Hibridacién de los primers

3. Extension del primer por la ADN polimerasa
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En un comienzo se atraviesa una primera etapa en la cual la muestra es
sometida a altas temperaturas generando la desnaturalizacion del ADN vy
formando las cadenas simples. En un segundo paso los primers se unen a la
zona especifica complementaria, delimitando el area que se quiere amplificar.
Por ultimo, la ADN polimerasa comienza a sintetizar la doble cadena en
direccion 5° > 37, a partir de los primers y con el uso de desoxinucleotidos
(dNTP’s) presentes en la solucion. Este proceso, formara al fin dos copias de
ADN doble cadena del fragmento de ADN de interés. Una vez finalizado se
comienza nuevamente con la etapa de desnaturalizacion lo que generara
cuatro copias del fragmento de ADN de interés. La repeticion consecutiva de
estos ciclos generara numerosas copias de este ADN doble cadena [93].

Estos procesos son llevados a cabo en un termociclador (Perkin Elmer;
GeneAmp PCR system 2400). Estos equipos permiten programar ciclos con
tiempos y temperaturas definidas para que sean realizados uno a continuacion
de otro de manera automatica y precisa.

Para realizar este ensayo se utilizé la técnica de Hot Start PCR de manera de
evitar amplificaciones inespecificas durante el comienzo de la reaccion. En

microtubos conicos de 0,5 ml se prepararon las siguientes mezclas en hielo:

Mezcla 1 Mezcla 2

H20 csp 19 ul H20 csp 5 ul
Buffer 10X 2 pl Buffer 10X 0,5 ul
MgCl> 50 mM 0,75 ul dNTPs 40 mM 0,5 ul
Primer Forward 50 uM 0,2 ul Taq ADNpolimerasa (5 U/ul) 0,25 pl
Primer Forward 50 uM 0,2 ul

La muestra de ADN se diluyé de manera de que la concentracion final este
entre los 10 ng/ul y 40 ng/ul. Se tomo esta dilucién y se agregd 1 pl a la mezcla
1. En forma anéloga se prepararon mezclas de amplificacion control: a) sin
ADN; b) sin oligonucleétidos; y c) control positivo. Esta mezcla se colocé en el
termociclador y comienza el ciclo con el primer paso de incubacion a altas
temperaturas. Sobre el final de esta etapa se agregaron los 5 pl de la mezcla 2.

Luego se continug el ciclo tal como fuera programado en el equipo.
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3.3.5ANALISIS DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS.

La deteccion del producto de PCR se realizO mediante una corrida
electroforética en un gel de agarosa 1% con bromuro de etidio, observacién por
iluminacién UV y documentacion por fotografia. Se tomaron 3 pl de cada una
de las reacciones de PCR y se les agregé 2 pul de buffer de carga. Se
sembraron los 5 pl en un gel junto a los controles preparados de la misma

manera y un marcador de peso molecular.

3.3.6 SECUENCIACION DE PRODUCTOS DE PCR

En algunos casos fue necesario llevar a cabo la secuenciacion de los productos
obtenidos. Esto se llevo a cabo en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto
Pasteur de Montevideo, donde se cuenta con un secuenciador automético de 4
capilares, ABI 3130 (Applied Biosystems), y es llevado a cabo mediante el
método enzimatico de Sanger. Alternativamente, también se enviaron algunas
muestras a secuenciar a la empresa biotecnolégica Macrogen que cuentan con
secuenciadores ABI 3730x| (Applied Biosystems). Las muestras de ADN a
secuenciar se prepararon segun las indicaciones del laboratorio que realiza la
secuenciaciéon. Una vez obtenidos los resultados de secuenciacion, estos
fueron analizados con software especificos como los son el BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) del NCBI (National Center for Biotechnology
Information) y Clustal W del EBI (European Bioinformatics Institute), ambos de

acceso libre on line.

3.4ENSAYO DE SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS

Se llevo a cabo la determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM)
de los aislamientos seleccionados mediante el método de diluciéon en agar que
establece el CLSI [95]. Los agentes antimicrobianos probados fueron
Azitromicina (Laboratorio Urufarma), Eritromicina (Laboratorio Abbott),
Penicilina  (Laboratorio  Sigma), Tetraciclina  (Laboratorio  Sigma),
Espectinomicina (Laboratorio Sigma), Ciprofloxacina (Laboratorio Urufarma),

Ceftriaxona (Laboratorio Libra) y Tritdbn X-100 (Laboratorio Sigma). EI método
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se realizé por duplicado utilizando diluciones de los antibiéticos en agar base
GC (Oxoid) enriquecido con suplemento Kellog al 1% (v/v).

Se utilizaron como controles las cepas de referencia provistas por el Laboratory
Centre for Disease Control of Canada (WHO Ill, WHO V, WHO VIl y ATCC
49226). Los valores de CIM esperados para estas cepas que confirmaran la

valides del ensayo se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 3. Rango de CIM (ug/mL) esperados para las cepas control incluidas en el ensayo de

sensibilidad a agentes antimicrobianos.

Agente Antimicrobiano CIM (g/mL)

WHO Il WHOV WHO VI ATCC 49226
Penicilina 0,032-0,063 0,25-0,5 0,008-0,016 0,25-1,0
Tetraciclina 0,125-0,25  0,5-1,0 0,25-0,5 0,25-1,0
Espectinomicina 16-32 16-32 16-32 16-32
Ceftriaxona 0,002-0,004 0,008-0,016  <0,25  0,004-0,016
Ciprofloxacina 0,002-0,008 0,002-0,008 0,002-0,008 0,001-0,008
Azitromicina 0,032-0,063 0,125-0,25 0,125-0,25 0,25-0,5
Eritromicina 0,063-0,125 0,5-1,0 0,5-1,0 ==

La preparacion del inoculo se realizo por el método de suspension directa de
colonias [95]. Es decir que se prepard el inoculo a partir de colonias obtenidas
de cultivos de 18 a 24 horas en agar base GC enriquecido con suplemento
Kellog-Cistina al 1 % (v/v). Se realizaron suspensiones en tubos de 0,5 mL de
caldo Mueller-Hinton y ajustando la suspension hasta alcanzar una turbidez
equivalente a 0,5 de la escala MacFarland que corresponde a
aproximadamente 1 x 108 UFC/mL. Luego se realiz6 una dilucion 1:10 en caldo
estéril para alcanzar una concentracion de aproximadamente 1 x 107 UFC/mL,

gue va a ser usada para sembrar en el ensayo.

3.4.1PROCEDIMIENTO

Los diferentes antibidticos a analizar fueron incorporados a las placas de

medio. Se prepararon diluciones sucesivas como indica la CLSI [95] generando
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placas con diferentes concentraciones de antibidtico. Se prepararon también

placas control la cuales no contienen agentes antimicrobianos.

Tabla 4. Diagrama de las diluciones a incluir en el ensayo para el analisis de sensibilidad de
cada antibidtico. (*) Para el caso del Triton TX-100 las diluciones de antibiéticos a ensayar son

en mg/mL
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Luego mediante un replicador de Steer, se inocularon las placas con las
suspensiones preparadas anteriormente y diluidas aproximadamente a 1 x 107
UFC/mL. Adicionalmente se inocularon las cepas control de sensibilidad
conocida. Una vez finalizado este procedimiento, se dejaron secar las placas y
se invirtieron, incubandolas durante 20 a 24 horas bajo atmosfera de 5% de
CO; a 35°C. Para finalizar se determind la CIM como la concentracion mas
baja de agente antimicrobiano que inhibe completamente el crecimiento. La

presencia de una sola colonia o “faint haze” no fue considerado crecimiento. El
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ensayo se considerd valido si las cepas control presentaban valores de CIM en
el rango preestablecido en la tabla 3.

Se determinaron las cepas como Sensible, Intermedia o Resistente como se
muestra en Tabla 5. También se utiliz6 este ensayo para definir si los
aislamientos presentan fenotipo Mtr. Para ellos se utilizo el criterio definido por
Morse et al. [96], en el que se define cepas portadoras del fenotipo Mtr a
aguellas que presentan CIM a eritromicina = 2ug/ml y a Tritdn TX-100 = 2000
pg/ml.

Tabla 5. Clasificacion de cepas segun CIM. Para penicilina, tetraciclina, espectinomicina,

ceftriaxona y ciprofloxacina se define criterio segun CLSI [28]

Agente Antimicrobiano CIM (ug/mL)

S I R
Penicilina <0,06 0,12-1 =2
Tetraciclina <0,25 0,5-1 =2
Espectinomicina <32 64 =128
Ceftriaxona <0,25 - -
Ciprofloxacina <0,06 0,12-0,5 >1
Azitromicina <0,25 0,5-1 =2
Eritromicina - - =2
Triton X-100 - - = 2000

3.5METODOS DE TIPIFICACION

3.5.1DISENO DE PRIMERS

A la hora de evaluar un posible método de tipificacién, hay que tener en cuenta
que este debe ser altamente efectivo ademas de ser sencillo y no demasiado
costoso. A su vez es conveniente que pueda ser facilmente aplicable para un
gran numero de muestras que puedan incluso haber sido tomadas en
diferentes tiempos. Como ya mencionamos anteriormente, la permeabilidad de
la bacteria a las sustancias hidrofilicas contribuye al fenotipo de sensibilidad y
viene determinada por el tipo de porina principal. Es por ello que es importante
el desarrollo de un método simple de tipificacion, de bajo costo, que no requiera
reactivos de dificil obtencion, aplicable a todas las cepas y que permita la
distincion de los diferentes tipos de porina.
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En este trabajo se buscé desarrollar una nueva técnica para la tipificacion de
cepas de N. gonorrhoeae, basada en establecer posibles mutaciones mediante
la amplificacion de una region especifica del gen por que codifica para las
porinas de membrana PorB IA 'y PorB IB. Para el desarrollo de este método de
tipificacion, se realizé un estudio exhaustivo de las secuencias conocidas de los
alelos porAy porB, y de los trabajos publicados del tema, de manera de ubicar
las regiones mas variables. Numerosos trabajos realizados previamente han
demostrado que las mayores variaciones aminoacidicas de la proteina entre las
diferentes cepas de N. gonorrhoeae estan localizadas fundamentalmente a
nivel de los ocho loops expuestos a la superficie externa de la membrana [12,
15]. Teniendo en cuenta esto, Viscidi et al. proponen en uno de sus trabajos
que no es necesario llevar a cabo la secuenciacion del gen por completa
(aproximadamente 1 kb) y que se podrian obtener los mismos resultados con el
estudio de un fragmento especifico de 220 pb, que abarque fundamentalmente
las regiones variables de los loops 3, 4 y 5 donde se observaria el mayor grado
de polimorfismo de la proteina [12, 17]. La aplicacion de la técnica sobre este
fragmento, en lugar de sobre el gen completo, lleva a una importante reduccion
en el numero de nucledtidos a ser secuenciados lo que permite llevar a cabo la
secuenciacion de manera mas sencilla y con menor error, ademas de reducir
los costos. Por otro lado, Unemo et al., realizan la amplificacién y posterior
secuenciacion de las regiones correspondientes a cada uno de los loops de
manera aislada por lo que disefian diferentes primers que les permita llevar a
cabo las correspondientes PCRs. A su vez disefian los primers de manera

especifica para cada uno de los alelos del gen por (porA'y porB) [97].

En este trabajo, buscamos disefiar los primers de manera de que sea posible la
aplicacion de la técnica de PCR indiscriminadamente en ambos alelos del gen
por, evitando de esta manera el ensayo previo de deteccion de los subtipos
porA y porB. También se buscé reducir al maximo el segmento de interés de
manera de reducir costos en caso de necesitar posteriores secuenciaciones y
aumentar la eficiencia de la reaccién de PCR. Por tanto, analizando diferentes
secuencias extraidas de GenBank, se optd por trabajar con primers que estén

comprendidas en determinadas zonas del gen, dentro de las regiones
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conservadas, donde pueden hallarse segmentos con secuencias nucleotidicas
idénticas o muy similares para ambos alelos, previo al comienzo del loop 2 y
posteriores a la finalizacion del loop 6 como se muestra en la Figura 1.
Adicionalmente, teniendo en cuenta la diferencia de tamafio que presentan
ambos subtipos de porina, y sabiendo que muchas deleciones importantes que
generan estas diferencias se encuentran dentro del fragmento que se propone
amplificar, se buscaron primers cuyo producto de amplificacion de uno u otro
alelo de porinas, cuente con tal diferencia de tamafio que permita ser
evidenciado en un andlisis posterior electroforético. De esta manera se contaria
con una metodologia rapida y sencilla de detectar que alelo de porina presenta,
sin necesidad de recurrir a técnicas como la secuenciacion.

Tomando como referencia la secuencia del gen por completo extraida de
GenBank correspondiente al trabajo realizado por Gotschlich et al. (Figura 1)
[11], que consta de 1391 pb, se disefiaron, con el programa Vector NTI, los
primers a usar en este ensayo. Se utilizan las condiciones de PCR definidas en
este trabajo (ver 4.3) y al realizar el ensayo, estos oligos dan como resultado la
amplificacion de un fragmento de ADN de un tamafio de 580 pb que abarca
desde aproximadamente 20 pb previos al comienzo del loop 2 y finaliza

aproximadamente 18 pb posterior a la finalizacion del loop 6.
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1

6l
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
66l
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

taaatgcaaa
gaatacagoa
aatggoogat
agaacataca
ttcaaaaato
gttggaacas
cgtoggottg
2E2CacCgIe
satcagcgga
atttgoocggoc
Ccgaatottac
cttgttccaa
tatcococagt
Taatgooong
gagoggtaat
caatgtaacg
CCACQRCaat
ttoctgoottg
gactgocago
a@agcococtgto
ttoctgtttto
gLtttotott
Toctgttttot
TCLCTcCcogttt

gotaagogge
atgaaazaat
gtocaccoctgt
gacggcaagg
goottoasag
ggtgoctoog
aagggcggct
gocaacgtca
atggococaac
ttocagooggca
cacgttggct
agatacggcg
ctgtttgttg
Tacgrootoog
togocacaact
cooocgogttt
acttatgacc
gtttctgoog
googtogtto
gtocagacagg
tgttttotgt
ttctgbttteo
gttttetgtt
T

ttggaaagcoc
cootgattgo
acggtgoccat
taagtasagt
goCaagaaga
togooggoac
toggtaccat
atgcttogga
gUysacaccy
gogtacaata
tgaactacca
Baggcactas
ZaZsactgca
Cagcogoaca
ctocasaccga
cttacgoocca
aagtggttgt
goctggttgoa
tgogocacaa
cttttttotg
tttochgtttt
tgttttetgt
Ttoctgtttto

cggoctgott
cotgacttty
caaagoogge
ggasacoggo
cotoggoasac
taacacoggo
cogogooggt
atoocggocass
ctacctgtoo
cgcacoctaas
aEacagoggo
zzasatogas
agttcaccgt
aCEACEAYAT
agttgoogcot
cggcttoaaa
cggtgoggaa
aggaggcasa
actctaatct
ttttotgttt
ctgttttoty
tctoctgttto
tgttttotgt

aaatctctta
goagocootte
ghacaaactt
agocgaaatcy
goocctgaagy
Coggycaaca
agycctgaaca
tttaccggca
gtacgotacy
gacaattoagy
ttottocgoac
tacgatgatc
ttogtaggcy
QJCCa3ATTOT
accgoggoat
gycactottg
tacgacttct
gycgocagaca
goaaagatty
tctgttttoh
ttttotgttt
ctgttttoty
CCTCoctgtTtt

accCazasaag
ChOTCOCOoc
accgttotgh
cocgacttogy
cocgtttggoa
sacaatoott
gooococtgas
atgtgotgga
attctoocoga
gotocaasacgy
satacgoogy
azacttatay
gttacgacas
ETOYagoaat
accgtttogy
atagtgoaaa
CCcaaacgoac
aaatcgtatc
gtatcaacasa
gttttotgtt
toctgttttot
tCttctgttt
ctogttttotg

Figura 2. Secuencia completa del gen por extraida de GenBank (J03017) correspondiente al
trabajo de Gotschlich et al [11]. Aparece resaltado en amarillo las regiones donde se hibridaran

los primers los nucledtidos entre ellos son la secuencia que serd amplificada.

5 -AACTTCGGTTTGAGAGT - 3°
Tamaio: 17 pb

Posicion: desde 858 hasta 874

% GC: 41%

5 -TTTGGCAGTTGGAACAA -3
Tamaiio: 17 pb

Posicion: desde 294 hasta 310

%% GC: 41%

Figura 3. Primers disefiados con sus correspondientes caracteristicas.

3.5.2TIPIFICACION POR NG-MAST

Se comprobd el éxito de la tipificacion mediante el uso de los primers
disefiados que se describieron anteriormente, obteniendo un fragmento
pequefio que nos permite identificar el alelo del gen por presente en cada
aislamiento, simplemente con la corrida en un gel de agarosa. De todas
maneras es necesario verificar la efectividad de este método y se intenta seguir
adelante con la caracterizacién de la colecciébn de cepas existentes en el
laboratorio. En busca desafiar este método antes descrito y profundizar en la
tipificacion y caracterizacion de las cepas en estudio se realizd la técnica de
NG-MAST descripta por Martin et al. [89]. Este trabajo es hoy en dia de suma

importancia describiendo un método de tipificacién reconocido a nivel mundial y
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de amplio uso. La aplicacién de este método de tipificacion es de suma
importancia dada la posibilidad de ingresar y utilizar los datos a la base de
datos que existe via internet y de esta manera generar una base datos de
tipificacion de este tipo de bacterias a nivel mundial. Este método implica la
amplificacion de un fragmento del gen por de un poco mas de 100 pb mayor al
obtenido con el método desarrollado en el laboratorio y la amplificacién
adicional de un fragmento del gen tbpB. Estos productos fueron secuenciados y
posteriormente ingresados en la base de datos de la pagina de internet

www.ng-mast.net, donde a cada alelo se le fue asignado un determinado

ndmero. La combinacion de los alelos de por y tbpB obtenidos generé en esta
base de datos un determinado nimero que caracteriza las cepas conocido
como Sequence Type (ST).

Luego de obtener estos resultados para la coleccién de cepas del laboratorio
se decidi6 aplicar los criterios descritos por Chisholm et al. [90] para la
clasificacion adicional de cepas asignandole un cddigo de genogrupo al que

pertenecen.

3.6PULSED FIELD GEL ELECTROPHORESIS (PFGE)

En esta busqueda por caracterizar detalladamente la coleccion de aislamientos
del laboratorio, se agrega el andlisis con esta técnica fundamental para la
comparacion de cepas, determinando una “huella digital genética” de cada
aislamiento. Una de las limitaciones que tiene como método de tipificacion
radica en la dificultad en la comparacién de resultados interlaboratorio. De
todas maneras es un método de alta eficiencia en la discriminacion de
aislamientos y es ampliamente usado en estudios epidemioldgicos. Debido a
esto se incorporo el equipo para realizar esta técnica en el laboratorio y es de
gran importancia comenzar a utilizar esta nueva técnica para las diferentes

lineas de investigacion que se desarrollan.

Se comienza esta técnica, con la preparacion de los bloques. Para ello se

cultivaron las cepas de N. gonorrhoeae, en agar GC adicionado de 1% de
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suplemento Kellogg, a 36°C en atmésfera conteniendo 5% de CO., durante 18
a 24 horas.

Se resuspendié suficiente cantidad de cultivo en 1 mL de TE, hasta obtener
una suspension ligeramente turbia y homogénea, la cual de centrifugd a 10.000
rpm durante 2 minutos, para sedimentar células. Se disolvi6 en caliente 1 % de
agarosa de bajo punto de fusion (ABPF) en TBE 0.5x. Luego se enfri6 la
solucion de agarosa a 50°C y se mantuvo esta temperatura en un bafio de
temperatura constante. Luego de retirar el sobrenadante de la centrifugacion de
la suspensién de células antes obtenidas, con una pipeta pasteur se
resuspendio el sedimento en 1 mL de ABPF y es homogeneizado en vortex. Se
llenaron los bloques con la suspension de células en agarosa, utilizando una
pipeta pasteur y se dejo en reposo durante 10-15 min para que solidifique
Después se lleva a cabo de tratamiento de los bloques. Para ello, en una placa
de petri pequefia, una para cada cepa, se agreg6 5 mL TE buffer, 100 pL de
SDS al 20% y 100 pL Proteinasa K. Cuidadosamente fueron retirados los
blogues de los moldes y colocados en las placas de petri correspondientes las
cuales fueron selladas con parafilm e incubadas a 50°C por un minimo de 48
hs. Luego de lavar tres veces los bloques con 10 mL de TE, por agitacion
durante 30 min se puso el bloque en una placa de petri conteniendo 15 mL de
TE, se sell6 con parafilm y fue guardado a 4°C.

Por ultimo se realiz6 el tratamiento con enzima de restriccion. En un eppendorf
de 1.5 mL se agreg6 150 pL de dH20, 22 pL buffer de reaccion y un trozo de
bloque de 2 a 3 mm (el tamafio a agregar depende de la concentracion del
bloque). Se colocaron 3 mL de la enzima de restriccion Xball y se agit6. Luego
se incubg a 37°C toda la noche.

Una vez finalizado el procesamiento de las muestras, se colocaron los moldes
y verti6 el gel 1% agarosa permitiendo que solidifique por lo menos 30 min.
Luego se fundi6 ABPF al 1% y se puso a enfriar a 50°C. Se preparan 2L de
TBE 0,5X que se agregan a la camara y se prendi6 la bomba de agua y la
refrigeracion. Cuidadosamente se colocaron los bloques tratados con la enzima
de restriccion en los huecos y se taparon con ABPF al 1% fundida. Luego de
que la agarosa solidificd, se colocé el gel en la cAmara de electroforesis.

Las condiciones de corrida son las siguientes:
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Tiempo inicial: 1 segundos

Tiempo final: 15 segundos

Tiempo de corrida: 18 horas

Voltaje:175 V

Para finalizar, el gel fue tefiido con bromuro de etidio por al menos 1 minuto, se

decoloré durante al menos 1 horay se fotografié con iluminacion UV.

Una vez terminado el ensayo, es importante realizar una correcta interpretacion
de los resultados. Para el andlisis de resultado, se sigue la guia realizada por
Tenover et al. [98]. En este trabajo, se proponen determinados criterios para
reconocer aislamientos como parte de un mismo brote o de lo contrario, como
aislamientos no relacionados. Estos criterios pueden aplicarse para pequefios
grupos de aislamientos (generalmente de menos de 30 casos) y recolectados
en cortos periodos de tiempo. Ademas, para considerar confiable esta
metodologia de interpretacion, los patrones obtenidos deben presentar por lo
menos 10 fragmentos diferentes. Luego de reconocer un patron comuan del
brote, el resto de los perfiles obtenidos para cada aislamiento, son comparados
contra este patron. Cuando no existen diferencias entre los perfiles respecto al
patron, se puede decir que estos aislamientos son indistinguibles y por tanto
estan relacionados genética y epidemiolégicamente. Cuando se observan
diferencia, el andlisis debe ser mas profundo de manera de diferenciar las
variaciones debidas a eventos genéticos puntuales, de los aislamientos no
relacionados genéticamente. Los eventos puntuales que pueden ocurrir son
mutaciones que agreguen o eliminen un sitio de restriccion (lo que ocasionaria
diferencias de 3 fragmentos) o inserciones y deleciones (que mostrarian
diferencia en 2 fragmentos). Es por ello que si la diferencia de un aislamiento
contra el patron es de 2 o 3 fragmentos, este se considerara estrechamente
relacionado ya que esta diferencia viene dada por un solo evento genético
puntual. Si ocurriesen dos eventos genéticos, las diferencias de fragmentos
serian de entre 4 y 6. En este caso los aislamientos estarian posiblemente
relacionados y estos casos, generalmente ocurren en aislamientos colectados

en largos periodos de tiempo o en gran ndmero de pacientes. Por Gltimo, si las
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diferencias encontradas son de 7 o mas fragmentos, se puede decir que estos
asilamientos, no estan relacionados ni epidemiolégicamente ni genéticamente.

En este trabajo por tanto se decidi6é seguir los lineamientos descritos para el
andlisis de resultados, teniendo en cuenta que la situacién de la coleccion
estudiada no cumple con todos los criterios establecidos en el trabajo de
Tenover et al. A la hora de reportar los resultados de esta técnica se utilizara
un criterio minimamente modificado del trabajo mencionado anteriormente
redactado por Tenover et al. Se le asignara el tipo A; a un grupo y los
aislamientos indistinguibles o estrechamente relacionados a este. Cuando
estén posiblemente relacionados, se asignaran subtipos de este grupo y se
nombran como Az, As, etc. Por udltimo, cuando no estan relacionados, se

nombraran con otro tipo, es decir tipo B, tipo C, etc.

3.7TRANSFORMACION

Buscando ampliar los conocimientos de los niveles de incidencia del sistema
MtrCDE y la PorB en la resistencia a antibioticos, se propone llevar a cabo un
ensayo de transformacion. El objetivo ser& incorporar un segmento amplificado
del alelo porB por la técnica de NG-MAST antes mencionada, a la cepa de
referencia NGFA19, la cual es portadora del alelo porA. De esta manera se
busca observar si la porcion mas variables del gen codificante de porinas son
suficientes para generar un cambio en el perfil de resistencia de los gonococos
a la ciprofloxacina. Para ello se elige el aislamiento NG0O708, portador del alelo
porB y con alta resistencia a la ciprofloxacina. A este aislamiento se le realizo
con éxito la extraccion de ADN y posterior amplificacion de un segmento del
gen por, mediante la técnica de NG-MAST. Dado las caracteristicas de este
aislamiento y debido a que, tanto la comprobacion de la amplificaciéon mediante
corrida en gel de agarosa como la secuenciacion realizada presento resultados
claros y definidos, es que se decidi6 llevar a cabo este ensayo de

transformaciéon tomando a la NG0708 como aislamiento dador.
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Tabla 6. Cuadro comparativo de sensibilidad a antibiéticos de los aislamientos dador y receptor

a utilizar en el ensayo de transformacion.

CIM (ug/mL)
P T Er CIP E TX-100
NGFA19 0,016 0,25 0,5 0,008 32 32
NGO0708 1 1 1 8 16 0,5

Se presume que el efecto que puede tener el tipo de porina que presentan las
diferentes cepas de N. gonorrhoeae puede actuar conjuntamente con el
sistema de eflujo MtrCDE ya mencionado anteriormente. Es por ello que
mediante una transformacién adicional se propone estudiar este efecto. Es por
eso que se intentd realizar el mismo ensayo sobre una cepa transformada,
obtenida en una investigacion previa en el laboratorio [79], la cual ya presenta
el alelo porA y una sobreexpresion del sistema MtrCDE. De esta manera se
busca estudiar en primer lugar el efecto de la adquisicién de una porina PorB
IB, y en segundo lugar, observar si este efecto presenta un mismo patron de
cambio al incorporarse en un aislamiento con sobreexpresion del sistema
MtrCDE.
Las transformantes se seleccionan en Penicilin 0.032 ug/mL de acuerdo a lo
descrito por Acevedo [78], de donde también se extrae la metodologia que se
aplica de la siguiente manera:
Se descongeld y se realizaron subcultivos de la cepa de interés. Se tomaron 50
pUL medio de transformacion (10 mL de caldo GC con 20 puL de cloruro de
magnesio 1M) y se realiz6 en €l una suspension de 10 colonias piliadas. Solo la
cepas piliadas (P+) de gonococos son plausibles de transformacion. Las P- no
pueden incorporan ADN a la célula [99]. Esto hace suponer que los pili estan
directamente relacionados en el reconocimiento o entrada de ADN
transformante [9]. Se incubd a 37°C por 45 minutos. Se tomé una placa GC
suplementada con Kellog-Cistina y se colocaron en cuatro lugares, tomas de 10
pL de la suspension preparada. Se le realizan a cada una de estas tomas, los
siguientes agregados:

Buffer TE (control negativo)

2 uL de ADN de la cepa dadora
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10 pL de ADN de la cepa dadora
15 pL de ADN de la cepa dadora

Se incuba la placa a 37°C por 4 horas. Con un ansa se secciond la porcion de
agar que contenia las cuatro mezclas antes descritas y se transfirieron a
microtubos conicos con 500 pL de medio de transformacion. Luego con tomas
de 150 pL de cada preparacion se realizaron plaqueos en placas de GC
suplementada con Kellog-Cistina con antibiético elegido para la seleccion
(0,032 pg/mL de penicilina). Como control positivo que compruebe la viabilidad
celular, se realiz6 una placa con la suspensién original. Todas las placas se
incubaron en atmosfera de CO2 5% entre 48 y 72 horas cuando se buscaron

cepas transformadas.

4.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1PERFIL DE COLECCION DE CEPAS SELECCIONADAS

Tabla 7. Datos de sensibilidad a agentes antimicrobianos de las cepas con resistencia a
ciprofloxacina entre los afios 2004 y 2010. Se muestran los resultados para Penicilina (P),
Tetraciclina (T), Espectinomicina (E), Ceftriaxona (Cro), Ciprofloxacina (Cip), Azitromicina (Az),
Eritromicina (E) y Triton TX-100 (TX-100). Se muestra también el perfil betalactamasa (8- lac).
SD corresponde a sin dato. Los puntos de corte para cada antibiético pueden observarse en
Tabla 5.

C.I.M. pug/ml
Aislamiento P T E Cro Cip Az Er TX-100 B- lac
NG0421 1 1 16 0,032 1 0.5 2 16000 -
NG0520 1 2 16 0,032 1 1 2 >16000 -
NG0521 1 1 16 0,008 1 0.25 2 >16000 -
NG0522 1 16 16 0,016 2 0.5 2 >16000 -
NG0606 2 2 16 0,032 16 1 2 >16000 -
NG0703 1 1 16 0,016 8 0.5 1 >16000 -
NG0704 2 2 <8 0,032 16 0.25 0.5 8.000 -
NG0707 1 2 16 0,016 8 0.5 1 >16000 -
NG0708 1 1 16 0,016 8 0.5 1 >16000 -
NG0711 2 2 <8 0,032 32 0.25 0.5 >16000 -
NG0712 1 1 16 0,016 8 0.5 1 >16000 -
NG0714 16 2 <8 0,016 32 1 8 >16000 -
NG0715 0.5 2 <8 0,016 16 0.25 0.5 >16000 -
NG0716 0.5 1 16 0,016 16 0.25 1 16.000 -
NG0717 2 4 SD 0,016 16 0.25 0.5 >16000 -
NG0718 2 1 16 0,032 32 0.25 1 >16000 -
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NG0726 8 4 SD 0,016 32 0.25 2 >16000 -
NG0808 2 8 SD 0,063 16 0,5 2 >16000 -
NG0820 1 2 SD 0,004 16 0,125 1 16.000 -
NG0906 1 2 SD 0,008 16 0,5 4 >16000 -
NG0925 2 8 SD 0,125 16 0,5 2 8.000 -
NG0929 SD SD SD 0,008 16 0,5 SD SD -
NG0931 0,125 | 16 SD 0,016 2 2 SD SD -
NG0946 4 4 SD 0,008 16 0,125 1 8000 -
NG0952 2 8 SD 0,016 32 1 2 >16000 -
NG1014 2 2 SD 0,016 16 0,5 2 4000 -
NG1022 1 1 SD 0,008 16 0,5 2 8000 -
NG1032 1 2 SD 0,032 32 0,5 2 4000; -

Como se explicé previamente, se buscé caracterizar determinados aislamientos
de la coleccion con la que se cuenta en el laboratorio, aislados entre los afios
1997 al 2013. Luego de someter a todos los aislamientos conservados en el
laboratorio a los ensayos de sensibilidad, se seleccionaron los que presentaban
resistencia o sensibilidad disminuida a ciprofloxacina para seguir con el trabajo
estudiandolos a fondo (ver Tabla 7) y se busca entonces realizar un
relevamiento de la situacion de la resistencia a ciprofloxacina en estos afios. En
el grafico 1, puede observarse la evolucion de los aislamientos analizados
desde el afio 1997.
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Gréfico 1 - Resultados de los analisis de sensibilidad a ciprofloxacina de los aislamientos

recibidos en el laboratorio desde el afio 1997 al 2013 expresados en porcentaje respecto al

total de aislamientos analizados por afio
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Como puede observarse en el grafico, pese a que aparece un evento puntual
de cepas resistentes a ciprofloxacina en el afio 1997, esta situacion no vuelve a
observarse hasta la década siguiente. Al analizar detenidamente estos casos,
se observa que los mismos fueron aislados en un centro de salud que presta
servicios a trabajadores extranjeros radicados temporalmente en el pais, y
junto a la ausencia de nuevos casos en los afios siguientes, permite presumir
gue se trate de casos importados. Los aislamientos resistentes a ciprofloxacina
comienzan a aparecer nuevamente en el aflo 2003 haciéndose cada vez mas
comunes y superando el 10% de los aislamientos recuperados hasta el afio
2013. Existe un marcado crecimiento de casos en el aflo 2007, donde se
alcanza el 50% del total de casos recuperados ese afo.

En la Tabla 7 se muestra también el perfil de sensibilidad a otros antibi6ticos
que presentan estos aislamientos. En cuanto a la respuesta a la penicilina, es
de destacar que ningun aislamiento estudiado presenta sensibilidad contra este
agente antimicrobiano. Llama la atencién, el aislamiento NG0714 el cual
presenta una alta resistencia a la penicilina (CIM = 16 pg/mL) en ausencia de
produccion de betalactamasas. También se puede ver que ningun aislamiento
es sensible a tetraciclina, destacandose dos aislamientos con CIM de 16 pg/mL
(NG0522 y NG0931), lo cual hace presumir que se trata de aislamientos TRNG,
es decir alta resistencia a tetraciclina mediada por pldsmidos. Para
espectinomicina, se cuenta con datos solo del 50% de los aislamientos
presentando todos estos, siendo todos sensibles. Esta situacion también se
repite para ceftriaxona, donde la totalidad de los aislamientos estudiados
presentan sensibilidad ante este antibidtico. Al estudiar la respuesta a la
azitromicina, se vio que un solo aislamiento (NG0931) muestra resistencia a
este antibiotico pero el resto de los aislamientos presenta sensibilidad
disminuida o una sensibilidad con CIMs muy cercanas al punto de corte. La
respuesta a eritromicina y triton fueron estudiados con el fin de evaluar el
fenotipo MTR, observandose que la presencia o ausencia de este fenotipo es
heterogénea en la poblacion de aislamientos estudiados, encontrdndose tanto
aislamientos portadores del fenotipo MTR como otros que no lo presentan. Es

importante destacar también, que la totalidad de los aislamientos ciprofloxacina
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resistentes recuperados en el periodo de estudio de este trabajo, son
betalactamasa negativos.

Otro aspecto importante a tener en cuenta a la hora de analizar los datos
obtenidos, es el grado de resistencia que presentan los diferentes aislamientos
ciprofloxacina resistentes. Estos aspectos son contemplados en el grafico 2.
Cabe destacar que este grafico no contempla los datos anteriores al afio 2004.
La razén de que esto ocurra es que en los estudios realizados sobre los
aislamientos de més antigiiedad no se incluian diluciones para determinacion
de CIM por encima de 1 pg/ml por lo que los aislamientos resistentes
simplemente eran categorizados como =21 pug/ml haciendo imposible determinar
el grado de resistencia que estos presentaban. Por otro lado, estos
aislamientos no se encuentran conservados en la coleccién existente, por lo
gue no se puede llevar a cabo un nuevo ensayo de sensibilidad para

determinar el valor exacto.
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Gréfico 2 - Caracterizacion de los aislamientos QNGR. Se muestras la cantidad de aislamientos
resistentes (CIM entre 1 ug/mly 2 pug/ml) y de alta resistencia (CIM = 4 pg/ml) a lo largo del

periodo de estudio.

Puede observarse claramente como los casos de baja resistencia son cada vez
mas extrafios mientras que los aislamientos de alta resistencia son los que
predominan en la ultima década de estudio. Mientras que antes del afio 2000

era extraio encontrar cepas con este comportamiento frente a las
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flouoroquinolonas, Udltimamente puede apreciarse que son cada vez mas
comunes y que han desarrollado mecanismos para aumentar esa capacidad de
resistencia. De todas maneras, a pesar de que Ultimamente predominan los
aislamientos con alta resistencia a ciprofloxacina, los de baja resistencia siguen

apareciendo.

4.2EXTRACCION DE ADN

Como se menciono anteriormente, una vez analizado el perfil de sensibilidad a
los diferentes antibidticos estudiados de los aislamientos de la coleccion de
cepas existentes en el laboratorio, nos enfocamos en la situacion de las cepas
ciprofloxacina resistentes halladas. Como primer paso en la biusqueda de mas
datos acerca de la implicancia del tipo de porina presente en los mecanismos
de resistencia contra la ciprofloxacina, se llevo a cabo la extraccién de ADN de

los aislamientos de interés.

Luego de realizada la extraccion de ADN, tal

" 0420 0520 0718 0726

e como se describe en la seccién de materiales
y métodos se procedi6 a comprobar el
resultado de la misma corriendo las muestras
en un gel de agarosa al 0,8% en buffer TBE
0,5 X con bromuro de etidio. En la figura 1 se
observa uno de los geles realizados con este
fin. Este procedimiento fue llevado a cabo
para todas las cepas seleccionadas para este

estudio.

Figura 4. Extracciones de ADN de
diferentes cepas corridas en gel de

agarosa al 0,8 %.

Posterior a la observacion del ADN extraido en el gel de agarosa se determiné
la pureza del ADN extraido y la concentracion del mismo mediante la medida

de absorbancias a 260 nm y 280 nm. A medida que se realizaban las
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extracciones se comprobo la pureza de las mismas y en caso de resultados no
deseados, se repiti6 el protocolo de extraccion hasta obtener un juego
completo de soluciones de ADN extraido de cada una de las cepas de interés

apropiado para continuar con los analisis.

4.3AMPLIFICACION PARCIAL DEL GEN POR

Una vez realizadas y verificadas las extracciones, se procedié a realizar la
amplificacion de los segmentos de ADN de interés por PCR, con los primers
disefiados en el laboratorio.
El primer paso para la utilizacién de estos primers y poner a punto esta técnica,
implica establecer las mejores condiciones de PCR para estos oligos. Para ello
se realiza un primer ensayo bajo gradiente de temperatura con la cepa
codificada como NGO0704. Se establece en un termociclador un ensayo en el
gue, en el programa configurado, se genere un gradiente de temperatura de
annealing que varie entre 58°C y 65°C.
Programa:

Ciclo inicial: 3 minutos a 94°C

Ciclo intermedio (30 ciclos):
desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos
annealing en gradiente 58°C — 65°C por 30 segundos
extensién a 72°C por 30 segundos

Ciclo Final: 1 minuto a 72°C

En la Figura 5 se puede observar el gel en el que
se analizaron las amplificaciones realizadas de la
secuencia por de la cepa NG0704 para diferentes
temperaturas de annealing. Se seleccionaron las
amplificaciones obtenidas para 58°C, 60°C, 63°C
y 65°C identificadas como muestras A, B, Cy D

respectivamente.

750 pb -
500 pb -
Figura 5. Amplificacion de fragmentos de porinas,
250 pb — desarrolladas con diferentes temperaturas de annealing,

visualizadas en gel de agarosa 1 % con bromuro de etidio.




Observando que en todo el rango de temperatura ensayado se obtienen
resultados especificos del producto buscado, se decide utilizar la temperatura
de annealing mayor, es decir 65°C. Luego de seleccionar las condiciones
optimas de amplificacion, se toman las extracciones realizadas y se someten a
este ensayo de PCR con estos primers. En el siguiente gel se pueden observar

algunas de estas amplificaciones.

-

1000 pb
750 pb

250 pb

Figura 6. Amplificacion de fragmentos de porinas visualizadas en gel de agarosa 1 % con

bromuro de etidio.

En este gel se pueden observar dos grupos de amplificaciones con una clara
diferencia de tamafo. Por un lado se puede ver un mismo tamafio de las cepas
NG0421, NG0520, NGO0521 y NGO0522, mientras que las cepas NGO0606,
NG0703, NG0707 y NGO708 presentaron amplificaciones de mayor tamaiio. El
control positivo que se encuentra similar a este Ultimo grupo corresponde a la
extraccion del aislamiento NG0704, la cual se habia comprobado que podia ser
amplificada con éxito en las pruebas de optimizacion de las condiciones de
PCR.

4. AAMPLIFICACIONES DE FRAGMENTOS PORINAS CON
PRIMERS NG-MAST
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Se realiz6 el protocolo detallado en el trabajo publicado por Martin et al. [89].
En una primera instancia, los resultados obtenidos no estaban acordes a los
esperados. Lo fragmentos obtenidos para diferentes aislamientos tenian un
tamafio cercano a los 1500 pb, como se ve en la Figura 7, lo que
corresponderia al doble aproximadamente del tamafio esperado. La
identificacién de los fragmentos se llevo a cabo en gel de agarosa 1% corrido
en buffer TBE 0,5X y utilizando el marcador de peso molecular Fermentas
GeneRuler 1 kb. Se realiz6 el analisis de diferentes cepas en diferentes

ensayos de PCR obteniendo el mismo resultado

0704 0931 0946 Fal9 C- PM

Figura 7. Gel de agarosa 1% en buffer TBE 0,5X.

Luego de analizar las diferentes posibilidades, se plantea como hipétesis que el
fragmento que se obtiene sea el dimero del amplicon de interés. Intentando
separar este producto se realiza una modificacion en la concentracion del
buffer de corrida para probar la
influencia de la fuerza iénica del
mismo, sobre el producto de
amplificacion.

Por tanto se realiza el analisis de
la cepa NG0931 segun el

protocolo del trabajo de Martin et

1000 pb -

al, y se corre en un gel de
. 750 pb-

agarosa 1% modificando el
500 pb-

buffer de corrida a TBE 1X. Se
muestra el resultado obtenido en 250 pb -

Figura 8. Gel de agarosa 1% en buffer TBE 1X.



el gel en la Figura 8, donde se observa el fragmento buscado de
aproximadamente 750 pb.

De todas maneras en la Figura 7, correspondiente a un gel de agarosa al 1%
se puede ver un detalle importante. En €l se corrieron los productos obtenidos
de la amplificacion de fragmentos por la técnica PCR, utilizando los primers
reportados en el trabajo NG-MAST. Alli se observa una clara diferencia de
tamafio entre los tres primeros fragmentos y el dltimo, correspondiente a la
cepa NGFA19. Luego, se llevo a cabo la secuenciacién de dichos fragmentos
los cuales fueron analizados utilizando la herramienta electréonica BLAST.
Mediante estos alineamientos se pudo observar que las cepas NGO0704,
NG0931 y NG0946 son portadoras del alelo porB mientras que la NGFal9
contiene el alelo porA. Esto confirma la diferencia de tamafio observada en el
gel, teniendo asi un método sencillo y r4pido de caracterizacion de cepas
segun el alelo de porina principal que presenta.

Este ensayo se llevd a cabo en todas las cepas de N. gonorrhoeae
pertenecientes a la coleccion de la cétedra que presentan resistencia a
ciprofloxacina. Se observaron los perfiles electroforéticos obtenidos para los
diferentes alelos lo que permite deducir su secuencia aminoacidica, pudiendo
diferenciar la cepas portadoras de las diferentes porinas, PorB IA y PorB IB.
Como se observa en la siguiente tabla, los Unicos aislamientos con PorB IA
fueron encontrados en los afios 2004 y 2005 mientras que de ahi en mas, entre
los afios 2006 y 2010, solo fueron recuperados aislamientos que presentan

porinas del tipo PorB IB.
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Tabla 8. Caracterizacion de las cepas estudiadas en funcion de la secuencia

deducida que presentan y los valores de resistencia a ciprofloxacina obtenidos.

aminoacidica

Aislamiento |Porina |Afio CIM Cipro Aislamiento | Porina | Afio CIM Clpro
(ug/ml) (ug/ml)
NG0421 PorB IA | 2004 |1 NGO0717 PorB IB |2007 |16
NG0520 PorB IA | 2005 |1 NGO0718 PorB IB |2007 |32
NG0521 PorB IA | 2005 |1 NGO0726 PorB IB | 2007 |32
NG0522 PorB IA | 2005 |2 NG0808 PorBIB |2008|16
NG0606 PorB IB | 2006 |16 NG0820 PorB IB |2008 |16
NGO0703 PorB IB | 2007 |8 NG0906 PorBIB |2009|16
NGO0704 PorB IB | 2007 |16 NG0925 PorB IB |2009 |16
NGO0707 PorB IB | 2007 |8 NG0929 PorBIB |2009|16
NGO0708 PorB IB | 2007 |8 NG0931 PorB IB |2009 |2
NGO0711 PorB IB | 2007 |32 NG0946 PorBIB |2009|16
NGO0712 PorB IB | 2007 |8 NG0952 PorB IB |2009|32
NGO0714 PorB IB | 2007 |32 NG1014 PorB IB |2010|16
NGO0715 PorB IB | 2007 |16 NG1022 PorB IB |2010|16
NGO0716 PorB IB | 2007 |16 NG1032 PorB IB |2010|32

4. 5PERFILES PFGE

Se realizo el analisis de los perfiles obtenidos por PFGE para las cepas que se

muestran a continuacion:
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Figura 9. Perfiles de PFGE obtenidos. Las muestras NG1062 y NG1063 corresponden a
aislamientos que se conocian como epidemiolégicamente relacionados que serviran como

control adicional de la técnica.

Se realiz6 manualmente, un andlisis detallado de las bandas obtenidas,
encontrando en primer lugar que cada perfil esta compuesto por mas de 10
fragmentos diferentes. Se aplicé entonces el sistemas de interpretacion de
resultados adaptado del descrito por Tenover et al [98] y detallado
anteriormente.

Se puede observar entonces que los aislamientos NG0520 y NG0421 tienen
una diferencia de 2 fragmentos. Los perfiles obtenidos para NG0707 y NG0708
no presentan diferencias entre si, al igual que los aislamientos NGO0711 y
NGO0718 que tampoco presentan diferencias. Por ultimo, el aislamiento NG0931
no se encuentra estrechamente relacionado a ninguno de los otros
aislamientos analizados con esta técnica.

Por ultimo se evalud las diferencias entre los grupos definidos en una primera

instancia, donde se pudo ver que los aislamientos pertenecientes a estos
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grupos formarian parte de la categoria de posiblemente relacionados. El grupo
1 (NG0520 y NG0421) y el grupo 2 (NGO707 y NGO0708) difieren en 5 bandas.
El grupo 1 (NG0520 y NG0421) y Grupo 3 (NG0711 y NGO0718) también
difieren en 5 bandas. Por ultimo al analizar el grupo 2 (NG0707 y NGO0708)
contra el grupo 3 (NG0711 y NG0718), se observo que difieren entre ellos en 4
bandas.

Por lo tanto, observando las caracteristicas que se describieron anteriormente,
y viendo que todos los aislamientos estan entre si en la categoria de
posiblemente relacionados, los grupos definidos por esta técnica son los
siguientes:

Grupo A1 = NG0520 y NG0421 (Diferencia de 2 fragmentos)

Grupo A2 = NGO0707 y NGO708 (Sin diferencias)

Grupo Az = NGO0711y NGO718 (Sin diferencias)

Grupo A4 = NG0931

4.6 ANALISIS NG MAST

Se llevo a cabo el andlisis descripto por Martin et al. [89], las secuencias fueron
ingresadas a la base de datos de la pagina web de NG-MAST (www.ng-
mast.net) y se procedid a analizar los resultados obtenidos para esta
tipificacion. Se analizaron un total de 28 aislamientos donde solo uno presento
resultados que no pudieron ser analizados por el método de NG-MAST. Para el
resto de los aislamientos estudiados, se le asigno un numero de alelo por y un
numero de alelo tbpB y posteriormente por combinacion de estos se obtuvieron
los sequence type (ST) de los aislamientos en estudio.

De todos estos aislamientos recibidos entre el afio 2004 y 2010 y analizados
con esta técnica, se obtuvieron 13 alelos por diferentes, encontrandose que la
mayoria de los aislamientos recibidos en el afio 2007, presenta el alelo por 4 o
262.
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Tabla 9. Nimeros de identificacion obtenidos para los alelos por de los distintos aislamientos
analizados. En rojo se observan los nimeros de identificacion de alelos por asignados no

registrados hasta el momento.

De los 28 alelos por ingresados, 10 de ellos correspondian a secuencias Unicas
por lo que se les fue asignados nuevos numeros de identificacion de alelos por.
En el caso de los segmentos amplificados del gen tbpB, se encuentran 7 alelos
diferentes, sobresaliendo el alelo 4 que fue encontrado en 12 de los

aislamientos analizados. Para este alelo, fueron 2 los aislamientos no

Alelos por N° aislamientos Aislamientos

4 6 NG0704, NG0711, NG0715, NG0718, NG0726 y NG1032
262 5 NG0703, NG0707, NG0708, NG0712 y NG1022
90 4 NG0421, NG0520, NG0521 y NG0522

3167 2 NG0606 y NG0717

3178 2 NG0906 y NG0929

1891 1 NG0808

905 1 NG1014

3176 1 NG0716

3177 1 NG0820

3179 1 NG0931

3180 1 NG0946

3181 1 NG0952

3036 1 NG0925

ingresados hasta el momento en la base de datos de NG-MAST.

Tabla 10. NUmeros de identificacion obtenidos para los alelos tbpB de los distintos
aislamientos analizados. En rojo se observan los numeros de identificacion de alelos tbpB

asignados no registrados hasta el momento.

Alelos | N° ) )
) ) Aislamientos

tbpB aislamientos

. 1 NG0606, NGO704, NGO711, NGO715, NGO0717, NGO718, NGO0726, NG0925,
NG0946, NG0952, NG1014y NG1032

29 7 NG0703, NG0707, NG0708, NG0712, NGO716, NG0906, NG0929

106 4 NG0421, NG0520, NG0521y NG0522

135 1 NG0820

455 1 NG0931

1108 1 NG0808

1109 1 NG1022

Analizando estos resultados y de la combinacién de ambos tipos de alelos, la

base de datos asignd los sequence types correspondientes. Se encontré que
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15 aislamientos presentaban STs ya registrados por otros investigadores en
esta base de datos, mientras que para el resto, fueron asignado nuevos STs,
es decir, que las secuencias determinadas del alelo por y/o del alelo de tbp
para este grupo de aislamientos o la combinacién de los mismos, nunca habia
sido ingresada en esta base de datos, que hoy en dia cuenta con mas de 5500
STs asignados. En su mayoria, estos nuevos numeros de ST son debido a

alelos del gen por no registrados hasta el momento en esta base de datos.

Tabla 11. Sequence type obtenidos para los diferentes aislamientos y su relaciéon con la CIM a

ciprofloxacina y los alelos por. En rojo se observan los ST asignados no registrados hasta el

momento.

Cantidad de CIM Cipro Alelo de
STs Cddigo de los aislamientos

aislamientos (rango) por
225 5 NG0704, NG0711, NG0715, NGO718 y NG0726 16 -32 porB
307 4 NG0421, NG0520, NG0521 y NG0522 1-2 porA
4444 4 NG0703, NG0707, NG0708 y NG0712 4-16 porB
5231 2 NG0606 y NG0717 16 porB
5246 2 NG0906 y NG0929 8-16 porB
5243 1 NG0716 8 porB
5244 1 NG0808 16 porB
5245 1 NG 0820 16 porB
5247 1 NG0925 16 porB
5248 1 NG0931 2 porB
5249 1 NG 0946 16 porB
5250 1 NG 0952 16 porB
5251 1 NG1022 16 porB
1403 1 NG1014 > 16 porB

Cabe destacar que los 4 aislamientos que presentan porinas PorB IA en su
superficie y que fueron recibidos en el laboratorio entre el afio 2004 y 2005,
presentan el mismo numero de codificacion para el alelo por y lo mismo ocurre
para el alelo tbpB, por lo que también son identificados con el mismo ST (ST
307), el cual ya existia en la base de datos. Ademéas estos aislamientos
presentan el mismo nivel de resistencia a ciprofloxacina. Al incorporar los
resultados planteados antes en este trabajo se puede ver que estos
aislamientos también comparten otras similitudes como el perfil de sensibilidad
a antibidticos analizados, son betalactamasa negativos y presentan todos,
fenotipo MTR.
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En cuanto a los aislamientos con nuevos ST, es posible observar que todos
presentan porinas PorB IB y la mayor cantidad de nuevos cédigos se encuentra
sobretodo en los aislamientos recibidos en el afio 2009.

A continuacion, en la Tabla 12 se puede ver los resultados obtenidos para NG-

MAST junto al perfil completo de los aislamientos en estudio.
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Tabla 12. Resumen de resultados. Perfil de sensibilidad a antibiético para Penicilina (P), Tetraciclina (T), Espectinomicina (E), Ceftriaxona (Cro),

Ciprofloxacina (Cip), Azitromicina (Az), Eritromicina (Er) y Tritén TX-100. Se observa también si son productoras de betalactamasa (8 lac) y si presentan

fenotipo MTR. Por ultimo se observan los cédigos obtenidos del ensayo de NG-MAST, tanto para los alelos por y tbp, como para el ST y aislamientos sin

datos (SD).
Aislamiento CIM. u.g/ml Blac |Fenotipol oo g | Alelo PorB | Alelo Tbp | Sequence
P T E Cro Cip | Az | Er TX-100 MTR Type
NG0421 1 1 16 0,032 1 0.5 2 16000 - MTR PorB IA 90 106 307
NG0520 1 2 16 0,032 1 1 2 >16000 - MTR PorB IA 90 106 307
NG0521 1 1 16 0,008 1 025 | 2 >16000 - MTR PorB IA 90 106 307
NG0522 1 16 16 0,016 2 0.5 2 >16000 - MTR PorB IA 90 106 307
NG0606 2 | 2 | 16 | 0032 | 16 | 1 | 2 >16000 - MTR |PorB IB 3167 4 5231
NG0703 1 1 16 0,016 8 0.5 1 >16000 - NO MTR | PorB IB 262 29 4444
NG0704 2 2 <8 0,032 16 0.25 | 05 8.000 - NO MTR | PorB IB 4 4 225
NG0707 1 2 16 0,016 8 0.5 1 >16000 - NO MTR | PorB IB 262 29 4444
NG0708 1 1 16 0,016 8 0.5 1 >16000 - NO MTR | PorB IB 262 29 4444
NG0711 2 2 <8 0,032 32 0.25 | 05 >16000 - NO MTR | PorB IB 4 4 225
NG0712 1 1 16 0,016 8 0.5 1 >16000 - NO MTR | PorB IB 262 29 4444
NG0714 16 2 <8 0,016 32 1 8 >16000 - MTR PorB IB SD SD SD
NG0715 0.5 2 <8 0,016 16 0.25 | 05 >16000 - NO MTR | PorB IB 4 4 225
NG0716 05 | 1 | 16 | 0016 | 16 | 025 1 16.000 | NOMTR |PorB IB 3176 29 5243
NGO717 2 4 | SD | 0,016 | 16 | 025 05 >16000 | NOMTR |PorB IB 3167 4 5231
NG0718 2 1 16 0,032 32 0.25 1 >16000 - NO MTR | PorB IB 4 4 225
NG0726 8 4 SD 0,016 32 025 | 2 >16000 - MTR PorB IB 4 4 225
NG0808 2 | 8 | SD | 0,063 | 16 | 05 | 2 >16000 - MTR |PorB IB 1891 1108 5244
NG0820 1 2 | SD | 0,004 | 16 0,125 1 16.000 ~ | NOMTR |PorB IB 3177 135 5245
NG0906 1 | 2 | sD | 0008 | 16 | 05 | 4 >16000 - MTR |PorB IB 3178 29 5246
NG0925 2 8 SD 0,125 16 0,5 2 8.000 - MTR PorB IB 3036 4 5247
NG0929 SD | SD | SD | 0,008 | 16 | 05 | SD SD - SD _ |PorBIB 3178 29 5246
NG0931 SD | SD | SD | 0016 | 2 2 | sD SD - SD _ |PorBIB 3179 455 5248
NG0946 4 4 | SD | 0,008 | 16 |0125] 1 8000 ~ | NOMTR |PorB IB 3180 2 5249
NG0952 2 8 | SD | 0016 | 32 | 1 | 2 >16000 - MTR | PorB IB 3181 4 5250
NG1014 2 2 SD 0,016 16 0,5 2 4000 - MTR PorB IB 905 4 1403
NG1022 1 1 | SD | 0008 | 16 | 05 | 2 >16000 - MTR | PorB IB 262 1109 5251
NG1032 1 2 SD 0,032 32 0,5 2 >16000 - MTR PorB IB 4 4 225
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4. 7CLASIFICACION DE GENOGRUPOS

Una vez que se establecio la tipificacion mediante la asignacién de los diferentes
sequence types, el objetivo fue profundizar en la caracterizacion de los
aislamientos, analizando si pueden ser agrupados en genogrupos. Como vimos,
los genogrupos estan formados por aislamientos que comparte algunos de los
alelos por o tbp y donde el alelo restante presente por lo menos un 99% de
similitud (<5 pb para el alelo por y <4 pb para tbpB).

Se estudia detenidamente la Tabla 12 seleccionando los aislamientos que
compartan el codigo de alguno de los alelos. Los candidatos a pertenecer a un

mismo genogrupo se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 13. Aislamientos candidatos a ser asignados a diferentes genogrupos, agrupados segun el

alelo que tienen en coman.

Aislamiento Alelo coincidente | Alelo restante
NG0703 thpB 29
NG0707 thpB 29
NG0708 por 262 thpB 29
NG0712 thpB 29
NG1022 thpB 1109
NG0703 por 262
NG0707 por 262
NG0708 por 262
NG0712 thpB 29 por 262
NG0716 por 3176
NG0906 por 3178
NG0929 por 3178
NG0606 por 3167
NGO0704 por 4
NGO0711 por 4
NGO0715 por 4
NGO0717 por 3167
NGO0718 por 4
NG0726 tbpB 4 por 4
NG0925 por 3036
NG0946 por 3180
NG0952 por 3181
NG1014 por 905
NG1032 por 4
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Segun la tabla anterior, se realiza la alineacion de las secuencias que se indican a
continuacién (ver alineacién en ANEXO jError! No se encuentra el origen de la
referencia.):

-tbpB 29 / tbpB 1109

-por 262 / por 3176 / por 3178

-por 4 / por 905 / por 3036 / por 3167 / por 3180 / por 3181

De esta manera se descartan los alelos que no presentan un minimo de 99% de
similitud y si son identificados como parte de un mismo genogrupo, los que si

cumplen esta condicion.

Tabla 14. Resumen de los ST obtenidos y su agrupacion en los diferentes

genogrupos
Aislamiento Sequence Type Genogrupo

NG0421 307 G307
NG0520 307 G307
NG0521 307 G307
NG0522 307 G307
NG0808 5244 No corresponde
NG0820 5245 No corresponde
NG0931 5248 No corresponde
NG1022 5251 No corresponde
NGO0703 4444 G4444
NGO707 4444 G4444
NGO0708 4444 G4444
NGO0712 4444 G4444
NGO0716 5243 G4444
NG0906 5246 G4444
NG0929 5246 G4444
NGO0715 225 G225
NGO717 5231 G225
NGO0718 225 G225
NGO0726 225 G225
NGO0606 5231 G225
NGO0704 225 G225
NGO711 225 G225
NG0925 5247 G225
NG0946 5249 G225
NG0952 5250 G225
NG1014 1403 G225
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| NG1032 | 225 | G225 \

Como podemos ver, mediante estos métodos de tipificacion, se pudo clasificar los
28 aislamientos que fueron sometidos a estudio, en 14 STs e inclusive, con un
estudio mas exhaustivo se pueden agrupar en 3 genogrupos diferentes. Cabe
destacar que a 4 aislamientos no se les pudo determinar un codigo de genogrupo
dado que no estan relacionados con el resto por ninguno de los alelos analizados
y el restante aislamiento no se le pudo determinar los alelos por ni tbpB por lo que
no se le asigno ST ni genogrupo.

G225

@ G4444

. 0 G307

2005

2007
2008
2009

2004 =]

w
2006 =0
2010 _

Gréfico 3. Distribucion de Genogrupos. A — Porcentaje de cada uno de los genogrupos obtenidos
para todos los aislamientos de estudio. No Corresponde (NC) se refiere a los aislamientos que no
pudieron ser asignados a ningln genogrupo. B — Distribucién de los diferentes genogrupos de los
aislamientos estudiados a lo largo de los afios.

4.8INTEGRACION DE METODOS DE TIPIFICACION

En este trabajo se llevaron a cabo diferentes técnicas de tipificacion para

caracterizar de manera precisa, un set de aislamientos seleccionados para
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estudio. Un mayor aporte puede observarse al correlacionar estos diferentes
métodos aplicados.

4.8.1GENOGRUPOQOS vs CIMs

En primer lugar es importante detenerse en los genotipos obtenidos por el método
de NG-MAST, y ver la asociacion de los diferentes genogrupos y el perfil de
sensibilidad a los antibidticos. Al analizar los diferentes genogrupos obtenidos en
Su conjunto, se encuentran caracteristicas similares mayoritariamente en los
aislamientos pertenecientes al mismo.

Al analizar el genogrupo G307, compuesto por 4 de los aislamientos estudiados,
se puede ver que todos presentan la porina PorB IA y que comparten
caracteristicas en cuantos a su perfil de sensibilidad a antibidticos. Todos los
aislamientos son sensibles a espectinomicina y ceftriaxona, y sus CIM no se
diferencian en mas de dos diluciones (dentro del limite de reproducibilidad del
método). Para penicilina y azitromicina se puede observar que los aislamientos
presentan casi en su totalidad sensibilidad disminuida. Para el caso de tetraciclina,
aparecen aislamientos en el limite entre sensibilidad disminuida y resistencia (CIM
entre 1y 2 ug/mL), excepto por el NG0522 que presenta una clara resistencia a
este agente antimicrobiano, de 16 pg/mL. Por otro lado, este genogrupo comparte
la caracteristica de presentar baja resistencia a ciprofloxacina.

Los 7 aislamientos que componen el genogrupo G4444, son portadores de la
porina PorB IB y son sensibles a espectinomicina y ceftriaxona. En su totalidad
presentan sensibilidad disminuida a penicilina y azitromicina, con una sola
excepcidon que es sensible a este ultimo antibidtico. Para eritromicina, el Unico
aislamiento que presenta resistencia es el NG0906 que tiene un valor de CIM de 4
pg/mL. Para tetraciclina se observa un comportamiento similar al descrito para el
genogrupo G307 donde se encuentran aislamientos con sensibilidad disminuida y
resistentes. Por ultimo, cabe destacar que todos los aislamientos presentan una
alta resistencia a la ciprofloxacina.

Por ultimo, genogrupo G225, estd compuesto por aislamientos que expresan la

porina PorB IB y son sensibles a espectinomicina, ceftriaxona y en su mayoria a
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azitromicina, aunque existen algunos casos de sensibilidad disminuida. Al analizar
detenidamente la sensibilidad a ceftriaxona de los aislamientos que se dispone de
los datos, se observa que el NG0925, a pesar de ser sensible a este antibibtico
igual que el resto, presenta un valor de CIM de 0,125 pg/mL, mientras que el resto
de los aislamientos no supera el valor de 0,016 pug/mL. Este es el Unico genogrupo
cuyos aislamientos, exceptuando el NG0715 y NG1032 que presentan sensibilidad
disminuida, son resistentes a penicilina. Lo mismo ocurre con tetraciclina, donde el
NGO0718 es el unico aislamiento que presenta sensibilidad disminuida a este
antibiotico.

4.8.2GENOTIPOS vs PULSOTIPOS

Al estudiar cdmo se comportaron los aislamientos analizados por PFGE y la
clasificacion por genotipos, puede verse que la correlacion es directa. Pese a que
se concluyo que los cuatro diferentes perfiles obtenidos para los aislamientos
analizados por PFGE, estén posiblemente relacionados, se pudo ver que los
diferentes grupos estrechamente relacionados se correspondian con diferentes

genotipos como se ve en la Tabla 15.

Tabla 15. Andlisis de los pulsotipos obtenidos por PFGE y su relacién con los genogrupos

Aislamiento Genogrupo Pulsotipo

NG0421 G307 GRUPO A
NG0520 G307 GRUPO A:
NGO0707 G4444 GRUPO A:
NGO0708 G4444 GRUPO A:
NGO0711 G225 GRUPO A3
NGO0718 G225 GRUPO A3
NG0931 No determinado GRUPO A4

Esto muestra que ambas técnicas, de reciente incorporacion en el laboratorio para

el estudios epidemiolégico de N. gonorrhoeae en Uruguay, son de alto poder
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discriminatorio observando que aislamientos relacionados mediante una técnica y

diferenciados del resto, confirman este comportamiento con la otra metodologia.

4. 9TRANSFORMACION

En la busqueda de evidenciar el papel del tipo de porinas en la resistencia a
ciprofloxacina, se busco en este trabajo, transformar la cepa NGFA19 que
presenta porinas del tipo PorB IA con un producto de amplificacion del fragmento
de la porina del tipo PorB IB. Para ello se amplifico el fragmento del gen por
determinado en la técnica de tipificacion de NG-MAST antes discutida, y se intentd
introducir este fragmento en el genoma de una cepa que presenta el alelo porA.
En caso de que la hipotesis de que la modificacién de las regiones mas variables
de los genes codificantes de porinas, influyen en el ingreso de la ciprofloxacina,
sea correcta, las cepas transformantes obtenidas, deberian presentar un aumento
en la CIM para este antibidtico. Por otro lado se trabajo, sobre un aislamiento,
transformado anteriormente [79], de una cepa portadora de la porina PorB IA, a la
gue se le genero una sobreexpresion del sistema MtrCDE. Se intento incorporarle
el fragmento de la region mas variable del gen porB del aislamiento NG0708,
obtenido como se describid anteriormente.

No fue posible llevar a cabo estas pruebas, dado que no se logro obtener colonias
transformantes en ninguno de los casos. Se buscaron alternativas, generando
nuevos subcultivos de la cepa de interés, realizando nuevas amplificacion del
fragmento de ADN a incorporar, aumentar las cantidades de ADN utilizada, pero
de todas maneras fue imposible completar la transformacién y las cepas obtenidas
no presentaban la modificacion genética deseada. Otra prueba realizada, implicd
el uso de una nueva cepa dadora, la NG0703 que presentaba caracteristicas
similares a la NG0708, no teniendo éxito nuevamente en la obtencién de cepas
transformadas. Por ultimo se modificé el aislamiento receptor por el NG0522, el
cual presenta baja resistencia a ciprofloxacina y al cual se le determiné la
presencia de porinas del tipo PorB IA al igual que la NGFA19. De esta manera,

tampoco fue posible obtener colonias genéticamente modificadas.
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5.CONCLUSIONES

Se observa en este trabajo, un aumento significativo de los aislamientos con
resistencia a ciprofloxacina recuperados en nuestro pais, caracteristica
acompasada con lo que sucede en el resto del mundo. Dentro de los aislamientos
QRNG es importante resaltar, que a medida que avanzaron los afios, predominan
los que presentan altos niveles de resistencia aunque siguen encontrandose
aislamiento de baja resistencia.

La constante adquisicion de mecanismos de resistencia en estas bacterias, debe
venir acompafado de un control exhaustivo, y es alli donde el desarrollo de
técnicas de tipificacion, rapidas, sencillas y de bajo costo es fundamental. Dado la
importancia de las porina PorB y la sospecha de contribucion en el aumento de
resistencia a ciprofloxacina de gonococos, el método de tipificaciébn propuesto en
este trabajo, permite mediante el uso de los primers disefiados, la amplificacién de
un corto segmento de la regibn mas variables del gen por, que ademas de
presentar la posibilidad de la secuenciacion de estas regiones para un estudio
més profundo, permite analizar los productos de PCR directamente en un gel de
agarosa donde visualmente y de manera rapida se puede diferenciar los
aislamientos portadores de las porinas PorB IA de las que presentan las PorB IB.
El analisis realizado muestra que de las cepas QRNG de la coleccion, existe una
predominancia de los aislamientos portadores de porinas PorB IB, y que los
aislamientos encontrados que presentan PorB IA estan restringidos a los afios
2004 y 2005, no encontrandose otra aparicion mas adelante.

La técnica de tipificacion de NG-MAST, es una herramienta de suma importancia
para el seguimiento mundial de las infecciones por gonococos y la utilizacion de
esta, a la coleccion de aislamientos del laboratorio permitié identificar grupos de

cepas ya registradas en la base de datos en otras partes del mundo, y también
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permitié identificar aislamientos cuyos STs no habian sido ingresados aun, es
decir que su primera aparicién registrada fue en nuestro pais. Mas aun, se
profundizé en la tipificacion por este método, analizando los genogrupos. Se
encontré6 que de los 28 aislamientos analizados, y descartando los 5 que no
pudieron ser asignados a ningln genogrupo, los restantes aislamientos fueron
agrupados en 3 genogrupos diferentes. Vale la pena destacar el genogrupo G307,
en el cual los aislamientos coinciden también en el subtipo de porina que portan, el
perfil obtenido por PFGE y el perfil de CIM a los diferentes antibidticos entre los
gue se observa un mismo nivel de baja resistencia a ciprofloxacina. Dado que la
aparicion de este tipo de aislamientos, se concentra en los afios 2004 y 2005, sin
ninguna aparicién posterior, se puede presumir, que corresponden al ingreso de
una nueva cepa en el pais, que se establecié en la poblacién con baja prevalencia
y que desaparece en un periodo de 24 meses. Observando la sensibilidad que
presentan estos aislamientos, a los antibiéticos utilizados en esa fecha como
tratamiento comun a este tipo de infecciones, se puede suponer que fueron estos
tratamientos aconsejados, los que actuaron como presion selectiva sobre este
genogrupo.

Esta relacion encontrada en estos grupos de aislamientos fue confirmada
mediante la técnica de PFGE, en la que se analizaron muestras de los diferentes
genogrupos y se observo que aislamientos pertenecientes a un mismo genogrupo,
también se encontraban relacionadas segun el perfil obtenido de pulsotipos. Este
analisis también mostro que aunque los aislamientos analizados pudieran
pertenecer a diferentes genogrupos, segun la clasificacion propuesta por Tenover
et al., todos podrian estar epidemiol6gicamente relacionados. De todas maneras,
nuestra coleccién de cepas no es la muestra ideal que proponen en el trabajo de
interpretacion mencionado, y dadas sus limitaciones se deberia profundizar el
estudio de los perfiles, realizando esta técnica a la totalidad de aislamientos de la
coleccion.

Tanto los resultados obtenidos para el NG-MAST, como por PFGE vy los perfiles de

sensibilidad a antibiéticos de los aislamientos estudiados, presentaron resultados
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concordantes entre si, demostrando pues, el valor de todas estas técnicas en la
basqueda de protocolos de caracterizacién que permitan llevar a cabo sistemas de
vigilancia local de este patégeno. También se puede observar el alto poder
discriminatorio del ensayo de NG-MAST mediante la asignacion de sequence
types. Ademas de tener la gran virtud de ser un meétodo facilmente reproducible
interlaboratorio, en los ensayos realizados se observé como aislamientos
epidemiologicamente relacionados por la técnica de PFGE, presentaron STs
diferentes. Mientras los perfiles de PFGE denotan diferencias genéticas en los
sitios de accion de las enzimas de restriccion utilizadas, los diferentes STs son
asignados segun diferencias genéticas en fragmentos particulares de las proteinas
expuestos y altamente antigénicos, muy susceptibles a alteraciones durante la
infeccidn. La variabilidad observada en esta técnica contradice de cierta manera
las hipotesis primaria que motivo este trabajo. El creciente nimero de aislamientos
QRNG, en cortos periodos de tiempo, hizo suponer que se podia deber a una
misma cepa circulante, pero los resultados obtenidos muestran que esta hipotesis
no es correcta y que se tratan de diferentes cepas.

Este trabajo pretendié en una ultima instancia, observar el aporte generado por los
diferentes subtipos de porinas PorB que presentan estas bacterias, en la
sensibilidad contra la ciprofloxacina. De igual manera se intenté ver como se
modifica el perfil de sensibilidad de una cepas de N. gonorrhoeae segun la porina
gue porta, cuando esta potenciada por el efecto de la sobreexpresion del sistema
de eflujp MtrCDE. No se pudo obtener ninguna respuesta a estos
cuestionamientos, dado que la imposibilidad de obtener aislamientos
transformantes no permitid seguir adelante con los ensayos. De todas maneras la
observacion de CIM mas altos en los aislamientos predominantes en nuestra
coleccion que presentan porinas PorB IB, respecto a las que presentan PorB IA, y
los estudios realizados anteriormente en el laboratorio respecto a los sistemas de

eflujo, hacen muy importante continuar con esta linea de investigacion.
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7. ANEXOS

7.1SECUENCIACION DE ADN DE CEPAS QNRG

0726 e NNNGNANNTG-~-C-———-~- GTGG-ACA 18
0925 e GNAGNGNNNNN--CAG----GTGG-ACA 21
0946 e GGGGNNNNNNNNGGN--NNN----TTNG-ANA 25
0704 e NNNNNCTT--GCG----TGGA-ANA 18
0808 e ANNNNNTN--TNG----NTGG-ACA 18
0711 e GNNNNNNNNTTN--GNG----TTGG-ACA 22
0718 e ANTNACCN--NGA----TAGANNAA 19
0820 e NNNNNNNG--NNG----TTGGTACA 19
1032 e GACNNNNTTTTG--GNN----CTGG-ACA 22
0715 e NGNNNNNNTTNG--GNG----TTGG-ACA 22
0606 e GNNNNNNNNTN--NNGCNGTTGGANNAN 26
0931 e GNNNNGNTTG--TNG--—-- GGAGACA 20
0703 e NNGNNNNN--NNN----- NGG-ACA 17
0708 e CTNNNCCTGC--AGA-—-—- TNG-ACA 19
0707 e NNNNNNNNNTTNT--GNNGTT--NGG-ACA 25
0716 e NNNNNNTCTGGNGT--—-- TGG-ACA 20
0929 e GGGNANN---NGT---—-— TGG-ACA 16
0714 e TNGNNTGNGC-CAGC---TTGN-ACC 21
PorB GGCTTCAAAGGCCAAGAAGACCTCGGCAACGGCCTGAAGGCCGTTTGGCAG-TTGGAACA 239
0421 e NNNNGNTTGGNGT——————- TGGACA 19
0520 e NTAGNNNGGGGCA-—-——- GTGGACA 20
0521 e AGGNNNNTNNGNAG--—-—-— TTGGACA 21
0522 e GGGGNNCNNNGNG-——-—— TGGGACA 20
POrA e CGGCCTGAAAGCCATTTGGCAGT-—-—- TGGAACA 30
0726 ~GGTGCCTCCGTCGCCGGCACTAACACCGGCTGGGGCAACAAACAATCCTTCGTCGGCTT 77
0925 ~GGTGCCTCCGTCGCCGGCACTAACACCGGNTGGGGCAACAAACAATCCTTCGTCGGCTT 80
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0946
0704
0808
0711
0718
0820
1032
0715
0606
0931
0703
0708
0707
0716
0929
0714
PorB
0421
0520
0521
0522
PorA

0726
0925
0946
0704
0808
0711
0718
0820
1032
0715
0606
0931
0703
0708
0707
0716
0929
0714
PorB
0421
0520
0521
0522
PorA

0726
0925
0946
0704
0808
0711
0718
0820
1032
0715
0606
0931
0703
0708

-GGTGCCTCCGTCGCCGGCACTAACACCGGCTGGGGCAACAAACAATCCTTCGTCGGCTT
-GGTGCCTCCGTCGCCGGCACTAACACCGGCTGGGGCAACAAACAATCCTTCGTCGGCTT
-GGTGCCTCCGTCGCCGGCACTAACACCGGCTGGGGCAACAAACAATCCTTCGTCGGCTT
-GGTGCCTCCGTCGCCGGCACTAACACCGGCTGGGGCAACAAACAATCCTTCGTCGGCTT
-GGTGCCTCCGTCGCCGGCACTAACACCGGCTGGGGCAACAAACAATCCTTCGTCGGCTT
-GGTGCCTCCGTCGCCGGCACTAACACCGGNNGGGGCAACAAACAATCCTTCGTCGGCTT
-AGTGCCTCCGTCGCCGGCACTAACACCGGNNGGGGCAACAAACAATCCTTCGTCGGCTT
-GGTGCCTCCGTCGCCGGCACTAACACCGGNTGGGGCAACAAACAATCCTTCGTCGGCTT
-GGTGCCTCCGTCGCCGGCACTAACACCGGCTGGGGCAACAAACAATCCTTCGTCGGCTT
-GGCGCCTCCGTCGCCGGCACTAACACCGGCNGGGGCAACAAACAATCCTTCGTCGGCTT
-CGTGCCTCCGTCGCCGGCACTAACACCGGCTGGGGCAACAAACAATCCTTCGTCGGCTT
-TGTGNCTCCGTCGCCGGCACTAACACCGGCTGGGGCAACAAACAATCCTTCGTCGGCTT
-GGTGCCTCCGTCGCCGGCACTAACACCGGCTGGGGCAACAAACAATCCTTCGTCGGCTT
-CGTGCCTCCGTCGCCGGCACTAACACCGGNTGGGGCAACAAACAATCCTTCGTCGGCTT
-TGCGCCTCCGTCGCCGGCGCTAACAGCGGCTGGGGCAACAAACAATCCTTCGTCGGCTT
-GGTGCNNCCGTCGCCGGCACTAACACCGGNNGGGGCAACAAACAATCCTTCGTCGGCTT
AGGTGCCTCCGTCGCCGGCACTAACACCGGCTGGGGCAACAAACAATCCTTCGTCGGCTT
AA--GCCTACGTCAGCGGTACTAAAGAAGGCTGGGGCAGCCGCCAATCCTTCATCGGTTT
AA--GCCTACGTCAGCGGTACTAAAGAAGGNTGGGGCAGCCGCCAATCCTTCATCGGTTT
AA--GCCTACGTCAGCGGTACTAAAGAAGGNTGGGGCAGCCGCCAATCCTTCATCGGTTT
AA--GCCTACGTCAGCGGTACTAAAGAAGGNTGGGGCAGCCGCCAATCCTTCATCGGTTT
AAAAGCCTACGTCAGCGGTACTGACACAGGCTGGGGCAACCGCCAATCCTTCATCGGTTT

* *kkx **x*k **x * ** **kk*kkkik X * **
GAAGGGCGGCTTCGGTACCATCCGCGCCGGTAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACCAA
GAAGGGCGGCTTCGGTATCATCCGCGCCGGTAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACCAA
GAAGGGCGGCTTCGGTACCATCCGCGCCGGTAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACCAA
GAAGGGCGGCTTCGGTACCATCCGCGCCGGTAGCCTGAACAGCCTCCTGAAAAACACCAA
GAAGGGCGGCTTCGGTACCATCCGCGCCGGTAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACCAA
GAAGGGCGGCTTCGGTACCATCCGCGCCGGTAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACCAA
GAAGGGCGGCTTCGGTACCATCCGCGCCGGTAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACCAA
GAAGGGCGGCTTCGGTACCATCCGCGCCGGTAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACCAA
GAAGGGCGGCTTCGGTACCATCCGCGCCGGTAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACCAA
GAAGGGCGGCTTCGGTACCATCCGCGCCGGTAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACCAA
GAAGGGCGGCTTCGGTACCATCCGCGCCGGTAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACCAA
GAAGGGCGGCTTCGGTACCATCCGCGCCGGTAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACCGG
GAAAGGCGGCTTCGGCACCATCCGCGTCGGCAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACCGG
GAAAGGCGGCTTCGGCACCATCCGCGTCGGCAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACCGG
GAAAGGCGGCTTCGGCACCATCCGCGTCGGCAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACCGG
GAAAGGNGGCTTCGGCACCATCCGCGTCGGCAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACCGG
GAAGGGCGGCTTCGGCACCATCCGCGTCGGCAGCCTGAACAGCCTCCTGAAAAACACCGG
GAAGGGCGGCTTCGGTACCATCCGCGCCGGNNGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACCAA
GAAGGGCGGCTTCGGTACCATCCGCGCCGGTAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACCGG
GAAAGGCGGCTTCGGTAAAGTGCGCGTCGGCCATTTGAACAACATCCTGAAAGACACCGA
GAAAGGCGGCTTCGGTAAAGTGCGCGTCGGCCATTTGAACAACATCCTGAAAGACACCGA
GAAAGGCGGCTTCGGTAAAGTGCGCGTCGGCCATTTGAACAACATCCTGAAAGACACCGA
GAAAGGNGGCTTCGGTAAAGTGCGCGTCGGCCATTTGAACAACATCCTGAAAGACACCGA
GAAAGGCGGCTTCGGTAAAGTGCGCGTCGGCCGTTTGAACAGCGTCCTGAAAGACACCGG

*k*k Kk Fhkkhkkhkhkkikk X * Kkh*kk Kkhk *kkkhkkk K EAEE ok = ok

GGACAACGTCAATG-CTTGGGAATCCGGCAAATTTACCGGCGATGTGCTGGAAATCAGCG
GGACAACGTCAATG-CTTGGGAATCCGGCAAATTTACCGGCGATGTGCTGGAAATCAGCG
GGACAACGTCAATG-CTTGGGAATCCGGCAAATTTACCGGCGATGTGCTGGAAATCAGCA
GGACAACGTCAANG-CTTGGGAATCCGGCAAATTTACCGGCGATGTGCTGGAAATCAGCG
GGACAACGTCAATG-CTTGGGAATCCGGCAAATTTACCGGCGATGTGCTGGAAATCAGCG
GGACAACGTCAATG-CTTGGGAATCCGGCAAATTTACCGGCGATGTGCTGGAAATCAGCG
GGACAACGTCAATG-CTTGGGAATCCGGCAAATTTACCGGCGATGTGCTGGAAATCAGCG
GGACAACGTCAATG-CTTGGGAATCCGGCAAATTTACCGGCGATGTGCTGGAAATCAGCG
GGACAACGTCAATG-CTTGGGAATCCGGCAAATTTACCGGCGATGTGCTGGAAATCAGCG
GGACAACGTCAATG-CTTGGGAATCCGGCAAATTTACCGGCGATGTGCTGGAAATCANCG
GGACAACGTCAATG-CTTGGGAATCCGGCAAATTTACCGGCGATGTGCTGGAAATCAGCG
CGCCAACGTCAATG-CTTGGGAATCCGGCAAATTTACCGGCAATGNGCTGGAAATCAGCG
TGCCAACGTCAATG-CTTGGGAATCCGGCAAATATACCGGCGAGTTTCTGGAAATCAGCA
TGCCAACGTCAATG-CTTGGGAATCCGGCAAATATACCGGCGAGTTTCTGGAAATCAGCA
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TGCCAACGTCAATG-CTTGGGAATCCGGCAAATATACCGGCGAGTTTCTGGAAATCAGCA
TGCCAACGTCAATG-CTTGGGAATCCGGCAAATATACCGGCGAGTTTCTGGAAATCAGCA
TGCCAACGTCAATNGCTTGGGAATCCGGCAAATATACCGGCGAGTTTCTGGAAATCAGCA
GGACAACGTCNATG-CTTGGGAATCCGGCAAATTTACCGGCGATGTGCTGGAAATCANCG

CGCCAACGTCAATG-CTTGGGAATCCGGCAAATTTACCGGCAATGTGCTGGAAATCAGCG
---CGGCTTCAATC-CTTGGGAG---GGTAAA-————— AGCTACTATTTGGGTTTAAGCA
---CGGCTTCAATC-CTTGGGAG---GGTAAA-————— AGCTACTATTTGGGTTTAAGCA
---CGGCTTCAATC-CTTGGGAG---GGTAAA-————— AGCTACTATTTGGGTTTAAGCA
---CGGCTTCAATC-CTTGGGAG---GGTAAA-————— AGCTACTATTTGGGTTTAAGCA
---CGGCTTCAATC-CTTGGGAG---GGTAAA-————— AGCTACTATTTGGGTTTAAGCA
* * Kk * *kkIkkik ** **k*k **x * **x*x * * *

GAATGGCCAAACGGGAACACCGCTACCTGTCCGTACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
GAATGGCCAAACGGGAACACCGCTACCTGTCCGTACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
NAATGGCCAAACGGGAACACCGCTACCTGTCCGTACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
GAATGGCCAAACGGGAACACCGCTACCTGTCCGTACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
GAATGGCCAAACGGGAACACCGCTACCTGTCCGTACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
GAATGGCCAAACGGGAACACCGCTACCTGTCCGTACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
GAATGGCCAAACGGGAACACCGCTACCTGTCCGTACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
GAATGGCCAAACGGGAACACCGCTACCTGTCCGTACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
GAATGGCCAAACGGGAACACCGCTACCTGTCCGTACNCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
GAATGGCCAAACGGGAACACCGCTACCTGTCCGTACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
GAATGGCCAAACGGGAACACCGCTACCTGTCCGTACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
GAATGGCCCAACGGGAACACCGCTACCTGTCCGTACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
AAATGGCCAGACGGGAACACCGCTACCTGTCCGCACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
AAATGGCCAGACGGGAACACCGCTACCTGTCCGCACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
AAATGGCCAGACGGGAACACCGCTACCTGTCCGCACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
AAATGGCCAGACGGGAACACCGCTACCTGTCCGCACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
AAATGGCCAGACGGGAACACCGCTACCTGTCCGCACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
GAATGGNCAAACGGGAACACCGCTNCCTGTCCGTACNCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
GAATGGCCCAACGGGAACACCGCTACCTGTCCGTACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
ACATTGCCCAACCCGAARAACGCCACGTTTCCGTACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
ACATTGCCCAACCCGAANAACGCCACGTTTCCGTACSCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
ACATTGCCCAACCCGAANAACGCCACGTTTCCGTACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
ACATTGCCCAACCCGAANAACGCCACGTTTCCGTACSCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
ACATTGCCCAACCCGAAGAACGCCACGTTTCCGTACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCCG
**x K * ** **k*k K **k*k * K Fkhkkh Kk Fhkkkhk
GCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAAGATAATTCAGGCTCAAA---CGGCGAAT
GCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCNCCTAAAGATAATTCAGACTCAAA---CGGCGAAT
GCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCNCCTAAAGATAATTCAGGCTCAAA---CGGCGAAT
GCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAAGATAATTCAGGCTCAAA---CGGCGAAT
GCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAAGATAATTCAGGCTCAAA---CGGCGAAT
GCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAAGATAATTCAGGCTCAAA---CGGCGAAT
GCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAAGATAATTCAGGCTCAAA---CGGCGAAT
GCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAANATAATTCAGGCTCAAA---CGGCGAAT
GCTTCAGCGGCAGCGTACAATACNCACCTAAAGATAATTCAGGCTCAAA---CGGCGAAT
GCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCNCCTAAAGATAATTCAGGCTCAAA---CGGCGAAT
GCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAAGATAATTCAGGCTCAAA---CGGCGAAT
GCTTCAGTGGCAGTGTACAATACGCACCTAAAGACAATTCAGGCTCAAA---CGGCGAAT
GCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAAGATAATTCAGGCTCAAA---CGGCGAAT
GCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAAGATAATTCAGGCTCAAA---CGGCGAAT
GCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAAGATAATTCAGGCTCAAA---CGGCGAAT
GCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAAGATAATTCAGGCTCAAA---CGGCGAAT
GCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAAGATAATTCAGGCTCAAA---CGGCGAAT
GCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAAGATAATTCAGGCTCAAA---CGGCGAAT
GCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAAGACAATTCAGGCTCAAA---CGGCGAAT
GCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGTGCCTAACGACAATTCGGGCAAAAATCGCAGCGAAT
GCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGTGCCTAACGACAATTCGGGCAAAAATCGCAGCGAAT
GCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGTGCCTAACGACAATTCGGGCAAAAATCGCAGCGAAT
GCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGTGCCTAACGACAATTCGGGCAAAAATCGCAGCGAAT
GCTTCAGCGGCAGCGTGCAATACGTGCCTAACGACAATTCGGGCAAAAATCACAGCGAAT

*khkkhkki Fhkkhkik Fk Fhkkhkkihk *Kxkkh*k * kkh*kk*k X X ***x * F*khkkkik
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CTTACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGT
CTTACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGT
CTTACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGT
CTTACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGT
CTTACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGT
CTTACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGT
CTTACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGT
CTTACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGT
CTTACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGT
CTTACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGT
CTTACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGT
CTTACCACGTTGGCTTGAACTACCAAAACAGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGT
CTTACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGT
CTTACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGT
CTTACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGT
CTTACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGT
CTTACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCNCACAATACGCCGGCTTGT
CTTACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGT
CTTACCACGTTGGCTTGAACTACCAAAACAGCGGCTTCTTCGCGCAATACGCCGGCTTGT
CTTACCATGCAGGCTTCAACTACAAAAACAGCGGCTTCTTCGTGCAATATGCCGGCTCCT
CTTACCATGCAGGCTTCAACTACAAAAACAGCGGCTTCTTCGTGCAATATGCCGGCTCCT
CTTACCATGCAGGCTTCAACTACAAAAACAGCGGCTTCTTCGTGCAATATGCCGGCTCCT
CTTACCATGCAGGCTTCAACTACAAAAACAGCGGCTTCTTCGTGCAATATGCCGGCTCCT
CTTACCATGCAGGCTTCAACTACAAAAACAGCGGCTTCTTCGTGCAATATGCCGGCTTCT

*kkkh*kkkik X *kk*kk Fhkkhkkkikk *kkh*k FhkAIAkAAiiAkk *kk*Ik Fhkhkhkihikk *

TCCAAANATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGANAATCAATTTTATAGNGTCC
TCCAAAGATACGGCGAAGGCNCTAAAAAAATCGAATACGATAATCAATTTTATAGTGTCC
TCCAAANATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATAATCAATTTTATAGTGTCC
TCCAAAGATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATAATCAATTTTATAGTGTCC
TCCAAAGATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATAATCAACTTTATAGTGTCC
TCCAAANATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATAATCAATTTTATAGTGTCC
TCCAAAGATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATAATCAATTTTATAGTGTCC
TCCAAANATACGTCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATAATCAATTTTATAGTGTCC
TCCAAANATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATAATCAATTTTATAGTGTCC
TCCAAANATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGANAATCAATTTTATAGTGTCC
TCCAAANATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGANAA---ATTTTATAGTGTCC
TCCAAAGATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATGATCAAGCTTATAGTATGC
TCCAAAGATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATAGTCAATATTATAGTATCC
TCCAAAGATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATAGTCAATATTATAGTATCC
TCCAAANATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATAGTCAATATTATAGTATCC
TCCAAANATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATAGTCAATATTATAGTACCC
TCCAAANATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATAGTCAATATTATAGTTTCC
TCCAAAGATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCNAATACGATA---AATTTTATNNTGNCC

TCCAAAGATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATGGTCAAACTTATAGTATCC

ATAAAAGACAT———————————————— AATT---ACACGAC-———— e

ATAAAAGACAT———————————————— AATT---ACACGAC-———— e

ATAAAAGACAT———————————————— AATT---ACACGAC-———— e

ATAAAANACAT———————————————— AATT---ACACGAC-———— e

ATAAAAGACAT-——————————————— AAGT---GGTTGTCGG-———————— e mmm——
** Ak X K ** X *

CCAGCCTGNTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACNACAATAATG
CCGGCCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACNACAATAATG
CCAGCCTGCTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACNACAATAATG
CCAGCCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACNACAATAATG
CCAGCCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACGACAATAATG
CCAGCCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACGACAATAATG
CCAGCCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACGACAATAATG
CCAGCCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACNACAATAATG
CCAGCCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACNACAATAATG
CCAGCCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACNACAATAATG
CCAGCCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACGACAATAATG
CCAGTCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACGACAATAATG
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CCAGCCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACGACAATAATG
CCAGCCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACGACAATAATG
CCAGCCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACGACAATAATG
CCAGCCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACGACAATAATG
CCAGCCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACNACAATAATG
CCCCCCTGTTTGTTGAAAAANTGCNGNNTCACCGNTTGGTGGGCGGNNNNNACAATAATG
CCAGTCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTAGGCGGTTACGACAATAATG
————————————— TGANAAACACCAGGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACGACCATGATG
————————————— TGANAAACACCAGGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACNACCATGATG
————————————— TGANAAACACCAGGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACGACCATGATG
————————————— TGANAAACACCAGGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACNACCATGATG
————————————— TGCGGAATACG-----CACCGTTTGGTCGGCGGTTACGACCATGATG

*x ** *kkhkkh Khkkkit Fkhkkkhkk ** Kk **k*k

CCCTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGT-ATGGAACATGGCGT
CCCTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGT-ATGGAACATGGCGT
CCCTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGT-ATGGAACATGGTCT
CCCTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGT-ATGGAACATGGCGT
CCCTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGT-ATGGAACATGGCGT
CCCTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGT-ATGGAACATGGCGT
CCCTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGT-ATGGAACATGGCGT
CCCTGTACNCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGT-ATGGAAAATGGCGT
CCCTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGT-ATGGAACATGGCGT
CCCTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGT-ATGGAACATGGCGT
CCCTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGT-ATGGAACATGGCGT
CCCTGTACGTTTCCGTAGCCGCGCAACAACAAGATGCCAAATTGT-ATGGAGCAAAGAGG
CCCTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGT-ATGGAACATGGAGT
CCCTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGT-ATGGAACATGGAGT
CCCTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGT-ATGGAACATGGAGT
CCCTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGT-ATGGAACATGGAGT
CCCTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGT-ATGGAACATGGAGT
ATNTGTNGGCCTCCTNNGCNGCNNAACAACAAGATGCCNNATTGTTGGGGAANATGGNGG
CCCTGTACGTTTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGT-ATGGAGCAATGAGC
CCCTGTACGCTTCCGTAGCCGTACAGCAACAAGACGCGAAATTGACTTGGAGCAACGA--
CCCTGTACGCTTCCGTAGCCGTACAGCAACAAGACGCGAAATTGACTTGGAGCAACGA--
CCCTGTACGCTTCCGTAGCCGTACAGCAACAAGACGCGAAATTGACTTGGAGCAACGA--
CCCTGTACGCTTCCGTAGCCGTACAGCAACAAGACGCGAAATTGACTTGGAGCAACGA--
CCCTGTACGCTTCCGTAGCCGTACAGCAACAAGACGCGAAATTGACTTGGCGCAACGA——

*xxk **x*k **x * * FhIkkLkhkkikk Xk *kk*k ** *

G-CTAATTCGCACAACTCTCAAACCGAAGTTGCTGCTACCGC-GGCATACCGTTTCGGCA
G-CTAATTCGCACAACTCTCAAACCGAAGTTGCTGCTACCGC-GGCATACCGTTTCGGCA
G-CTAATTCGCACAACTCTCAAACCGAAGTTGCTGCTACCGC-GGCATACCGTTTCGGCA
G-CTAATTCNCACAACTCTCAAACCGAAGTTGCTGCTACCGC-GGCATACCGTTTCGGCA
G-CTAATTCGCACAACTCTCAAACCGAAGTTGCTGCTACCGC-GGCATACCGTTTCGGCA
G-CTAATTCGCACAACTCTCAAACCGAAGTTGCTGCTACCGC-GGCATACCGTTTCGGCA
G-CTAATTCGCACAACTCTCAAACCGAAGTTGCTGCTACCGC-GGCATACCGTTTCGGCA
G-CTAATTCGCACAACTCTCAAACCGAAGTTGCTGCTACCGC-GGCATACCGTTTCGGCA
G-CTAATTCGCACAACTCTCAAACCGAAGTTGCTGCTACCGC-GGCATACCGTTTCGGCA
G-CTAATTCGCACAACTCTCAAACCGAAGTTGCTGCTACCGC-GGCATACCGTTTCGGCA
G-CTAATTCGCACAACTCTCAAACCGAAGTTGCTGCTACCGC-GGCATACCGTTTCGGCA
G-CTAATTCGCACAACTCTCAA-CCGAAGTTGCCGCTACCGN-GGCATACCGTTTCGGCA
G-CTAATTCGCACAACTCTCAAACCGAAGTTGCCGCTACCGC-GGCATACCGTTTCGGCA
G-CTAATTCGCACAACTCTCAAACCGAAGTTGCCGCTACCGC-GGCATACCGTTTCG-CA
G-CTAATTCGCACAACTCTCAAACCGAAGTTGCCGCTACCGC-GGCATACCGTTTCGGCA
G-CTAATTCGCACAACTCTCAAACCGAAGTTGCCGCTACCGC-GGCATACCGTTTCGGCA
G-CTAATTCGCACAACTCTCAAACCGAAGTTGCCGCTACCGC-GGCATACCGTTTCGGCA
GGNTNNTTCNCNCNACTCTTANACCNANGTNGCTGCTACCNCCGNCNTANNNTTTCNNCA
G-GTAATTCGCACAACTCTCAAACCGAAGTTGCCGCTACCGC-GGCATACCGTTTCGGCA
-—-TAATTCGCACAACTCTCAAACCGAAGTTGCCGCTACCGC-GGCATACCGCTTCGGCA
-—-TAATTCGCACAACTCTCAAACCGAAGTTGCCGCTACCGC-GGCATACCGCTTCGGCA
-—-TAATTCGCACAACTCTCAAACCGAAGTTGCCGCTACCGC-GGCATACCGCTTCGGCA
-—-TAATTCGCACAACTCTCAAACCGAAGTTGCCGCTACCGC-GGCATACCGCTTCGGCA
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-—-TAATTCGCACAACTCTCAAACCGAAGTTGCCGCTACCGC-GGCATACCGCTTCGGCA 557
* *k*k K K Kkhkkkk X **k K **k Kk Fhkkhkkkhkk * K *% *k*k **
ACTTAACGCCCC-GCGTTTCTTACGCCC-ACGGCTTCAAAGGCTCT--GTTCATAGTGCA 666
ACTTAACGCCCC-GCGTTTCTTACGCCC-ACGGCTTCAAAGGCTCT--GTTCATAGTGCA 669
ACTTAACGCCCC-GCGTTTCTTACGCCC-ACGGCTTCAAAGGCTCT--GTTCATAGTGCA 673
ACTTAACGCCCC-GCGTTTCTTACGCCCCACGGCTTCAAAGGCTCT--GTTCATANTGCA 667
ACTTAACGCCCCCGCGTTTCTTACGCCC-ACGGCTTCAAAGGCTCT--GTTCATAGTGCA 667
ACTTAACGCCCC-GCGTTTCTTACGCCC-ACGGCTTCAAAGGCTCT--GTTCATAGTGCA 670
ACTTAACGCCCC-GCGTTTCTTACGCCC-ACGGCTTCAAAGGCTCT--GTTCATAGTGCA 667
ACTTAACGCCCC-GCGTTTCTTACGCCC-ACGGCTTCAAAGGCTCT--GTTCATAGTGCA 667
ACTTAACGCCCC-GCGTTTCTTACGCCC-ACGGCTTCAAAGGCTCT--GTTCATAGTGCA 670
ACTTAACGCCCC-GCGTTTCTTACGCCC-ACGGCTTCAAAGGCTCT--GTTCATAGTGCA 670
ACTTAACGCCCC-GCGTTTCTTACGCCC-ACGGCTTCAAAGGCTCT--GT—======——~ 661
ATGTAACGCCCC-GCGTTTCTTACGCCC-ACGGCTTCAAAGGCACT--GT--ATAGTGCA 665
ACTTAACGCCCC-GCGTTTCTTACGCCC-ACGGCTTCAAAGGCTCT--GTTCATAGTGCA 665
ACTTAACGCCCC-GCGTTTCTTACGCCC-ACGGCTTCAANG-CTCT--GTTCATAGTGCA 665
ACTTAACGCCCC-GCGTTTCTTACGCCC-ACGGCTTCAAAGGCTCT--GTTCATAGTGCA 673
ACTTAACGCCCC-GCGTTTCTTACGCCC-ACGGCTTCAAAGGCTCT--GTTCATAGTGCA 668
ACTTAACGCCCCCGCGTTTCTTACGCCC-ACGGCTTCAAAGGCTCT--GTTCATAGTGCA 666
ACTNANNNNCCC-CCCNTTCTTNNGNCCACNGGCTTCAAAGGNTNNTGNTTNTTANTGNA 672
ATGTAACGCCCC-GCGTTTCTTACGCCC-ACGGCTTCAAAGGCACT--GTTGATAGTGCA 888
ACGTAACGCCCC-GCGTTTCTTACGCCC-ACGGCTTCAAAGGTTCG--GTTTATGATGCA 603
ACGTAACGCCCC-GCGTTTCTTACGCCC-ACGGCTTCAAAGGTTCG--GTTTATGATGCA 604
ACGTAACGCCCC-GCGTTTCTTACGCCC-ACGGCTTCAAAGGTTCG--GTTTATGATGCA 605
ACGTAACGCCCC-GCGTTTCTTACGCCC-ACGGCTTCAAAGGTTCG--GTTTATGATGCA 604
ACGTAACGCCCC-GCGTTTCTTACGCCC-ACGGCTTCAAAGGTTCG--GTTTATGATGCA 613

*

* **x*k * *kk*kk * k% *kkkhkkkk X *

GACTACGACAATACTT—=-====~~ TAAGGGGGGGONGG === == mm—m e e 696
GACTACGACAATATTT-———————— NGGGGGNNGGGGGATGCNTTTNTNCCNTATACTTT 720
GACTACNACAATANTT—=——————— ATG—— —— e 692
NANTACGACAATATNN----—- AN— = — e 685
GACTACGACAATACTN---—-- GGGGTTTTTTTTGGGGGAGTAATTNTTTNGNNTNCTAT 721
GACTACGACAATACTT—----- Amm e e e TGACCA---- 693
GACTACGACAATACTTATGACNNGGNKNNNNNNNNNNGNNNAA- - —— - - 710
GACTACGACAATACTTATGCAGGGNNNKKKNNNNNGNGGANAATCTGAAANNGGNNCCNT 727
GACTACGACAATACTTATG-—-—-—————— ACCAANGGGNNNNNNNGG-——————————— 707
GACTACNACAATACT T—— = ——— m o 686
————————————————————————————————————— TCATAGTG-----CAGACTACG 678
GAC-ACGACN-TACTA-—-—-———- TGACNNNGGGGNGTNTNNNANNNGACCNCNNNCTTNN 716
GACTACGACAATACTA-——————- GNGGGGGGGNNNNGGGGGGGGGGGGAATCGCCANCC 717
GACTACGACAATACT = —— = —— e 680
GACTACGACAATACT = —— = —— e 688
GACTACGACAATACT - —— = —— — — e T 684
GACTACGACAATATNC-—-—————- GAG-—--—- TGGTGGGGGGGGGGTTCGTCTCCCGTT 712
GACNACNACAANAT TN == == = — o o 688
AACCACGACAATACT Tm——— —— e 904
GATAACGACAATACT Tmm ——mm e 619
GATAACGACAATACT Tmm ——mm e 620
GATAACGACAATACT Tmm ——mm e 621
GATAACGACAATACT Tmm ——mm e 620
GATAACGACAATACT Tmm ——mm e 629
———————————— GGGGGGGGAAA— —— == = — = e e 707
TTGGNTTTTGTTGGGNGNGAAAAAAAACCCT—————————————— TGGCACTGTTNGTNC 766
TANGCC----NTGGGCNNATTAAAAGC-—————————————————— GGGGGGGGTATTNT 758
—————————— ANGGGNTTGTCGGA—————=————————mmmmmme e o= 707
GGAGAN----CCNGGGGNGNNAAAAACAGCG——-——————————— GGGGGGNNTTANTTT 769
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0715
0606
0931
0703
0708
0707
0716
0929
0714
PorB
0421
0520
0521
0522
PorA

0726
0925
0946
0704
0808
0711
0718
0820
1032
0715
0606
0931
0703
0708
0707
0716
0929
0714
PorB
0421
0520
0521
0522
PorA

0726
0925
0946
0704
0808
0711
0718
0820
1032
0715
0606
0931
0703
0708
0707
0716
0929
0714
PorB
0421
0520

————ACAATACTTTGTONGT TTTNT = mm—mm o oo
GNGCACNACNCNNNNTNTNTTNNGNANNA-T———————— oo TATNNNTAAGAGCNC
CCGGCC----CCCCCTCCTGCANAAACNTTTGTNTTTTTAAACCCCCCCNCGNGGGGGTT
Ny ACCANGNGNN--TN
NTGGTT--—-CCTGGGGTONAAAAAAAA - — - oo ACCGGGGGGGGTTT

NTCTNNATNTNNCGNNCGNNCNCNTGTGANGGNNNNGNGNNANTGNNNNNNCCNNNNNCN
TGTNTNAGGAAAGGCNANNATGANANTNCGCGAAANGANNTCCCTGTTTTTNAAAAAGTT

NNNNNGGAAA — = — = =
TTTTTNNAAAANNGGTCCCCGGGGGNNCCATCGATCGCAATCTAATTGCCTAAAAAAGCC

TTTCC----NAAAGNCGCGGGGNGTNTTNTGNAAA---AGNGGNNTGNGNGTTTTTNGNG
GNTTC--TAACAATTTGTNTCTTGTNTNTTTT——---—- GCGGNC-CGGAGCCNAAGGG-
TTTTCCATACAAATTTGGNATCTGGTTNTTGT---——-- NCGGCTACGAAGCNTNNNGGG

NTTTTNNNNCNNTGANNTGCGNCGANNACTNNNNN---NGAGGANNNNNNCNNGTGTTGA
GTCCCCTTTNGNNANGNGGCNCNGGGANNCCNGGAAAANNGGGTTTTAGGANNNTNNNNN

761
773

699
750

826

814

828

710
821
833
704
699
709
810

950

879

863

881

878
893

708

867



0521
0522
PorA

0726
0925
0946
0704
0808
0711
0718
0820
1032
0715
0606
0931
0703
0708
0707
0716
0929
0714
PorB
0421
0520
0521
0522
PorA

0726
0925
0946
0704
0808
0711
0718
0820
1032
0715
0606
0931
0703
0708
0707
0716
0929
0714
PorB
0421
0520
0521
0522
PorA

ATATNNACNNNN--ANTGACAA---NCAANTNNGGGGNNNAAAN-————— AANAAATNGN
--------------------- A-=-CCAAGTGGG-—-—————————————=—————TTGT
——ATTTGNGNTN-TACCCCCTA---C-AACCNGNGAAATAG-ANTTTTTCANANAN--GG
GCATTTATGGNCCTANCNCCGA---CCAAACGGNNAAATNGCAGTTTTTCANNAAACAGG
------ ATGACC-—==—=—===—= ===~ AANGGG-—————————————————————TTGT
NCNTTTNNAGNNAGAGCNCNNAGATNTANNNNCGGNAGTGNTNA-————— ANGNNNNCNG
AGANNTTNCNCNNGNTTNTTNANNNNCTNGCNNNCGAGNNAGGATN=—— === ——————

AGNTTTTTTCTNTAATNGGCGGGGGAGAGNCAGAAGAGNANAGANNGAAGNNACNNTTTN
------------------------- NTGACNACGGGGN-——————————————————-GG
--GCTGGTTGCAAGAAGGCAAAGGCGCAGACAAAATCGTATCGACTGCCAGCGCCGTCGT
------------------------- ACGACCANNNKNK——=——=————————————_ KN
------------------------- ACGACCANNTGKK—————=—=——————————— KN
------------------------- ACGACCANNGGNN—-———————————————————GN
------------------------- ACGACCAANGGGN—-———————————— o =TT
------------------------- ACGACCAGTTACA-—-—————————————————CG
NNNNNANNTTTNTNAAANNNNN - == — === === ——— 950

COONA=—— —— oo 711

CNGGGGGNNCNA—— == == —mm oo 950
1 708
TTTNNNNNCTCANGGATN-——————— oo 950
----- CTNNNAANANA- === ————————————————— 950
TTTGTNTCTCNNANCNCTGNACA-————————————— 950
NNNGGNNGNNN—— === == m oo 714
TCTGCGCCACAAATTCTAA- —————m oo 1047
NNNNNNGGNAA- === == m oo 645
NGNNNNNGNAA- === == m oo 646
NNNNNGGNAA -~ == === oo 646
NNNNGGNA— = == == m oo 643
ACTGAGAAACACCAGGTT—=—————m—— e oo 662

7.2SECUENCIA DE PROTEINAS EN LAS CEPAS QNGR

PORTADORAS DE PORB IB

928
706

913

938
702

932
939

927
703
1028
634
635
636
635
644
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0703
0716
0906
0929
0708
1022
0712
0707
0606
0717
0925
1014
0704
0808
0711
0718
0726
0820
0715
1032
0946
0952
0931
Fa1090

0703
0716
0906
0929
0708
1022
0712
0707
0606
0717
0925
1014
0704
0808
0711
0718
0726
0820
0715
1032
0946
0952
0931
Fa1090

0703
0716
0906
0929
0708
1022
0712

——————————————————— TRASVAGTNTGWGNKQSFVGLKGGFGTIRVGSLNSPLKNTG
———————————————————— RASVAGTNTGWGNKQSFVGLKGGFGT IRVGSLNSPLKNTG
——————————————————— TCASVAGANSGWGNKQSFVGLKGGFGTIRVGSLNSPLKNTG
——————————————————— TCASVAGANSGWGNKQSFVGLKGGFGTIRVGSLNSPLKNTG
——————————————————— TCASVAGTNTGWGNKQSFVGLKGGFGTIRVGSLNSPLKNTG
——————————————————— TGASVAGTNTGWGNKQSFVGLKGGFGTIRVGSLNSPLKNTG
——————————————————— TGASVAGTNTGWGNKQSFVGLKGGFGTIRVGSLNSPLKNTG
———————————————————— GASVAGTNTGWGNKQSFVGLKGGFGTIRVGSLNSPLKNTG
———————————————————— GASVAGTNTGWGNKQSFVGLKGGFGT IRAGSLNSPLKNTK
——————————————————— TGASVAGTNTGWGNKQSFVGLKGGFGT IRAGSLNSPLKNTK
—————————————————— WTGASVAGTNTGWGNKQSFVGLKGGFG|I RAGSLNSPLKNTK
——————————————————— TGASVAGTNTGWGNKQSFVGLKGGFGT IRAGSLNSPLKNTK
——————————————————— TGASVAGTNTGWGNKQSFVGLKGGFGT IRAGSLNSPLKNTK
——————————————————— TGASVAGTNTGWGNKQSFVGLKGGFGT IRAGSLNSPLKNTK
———————————————————— GASVAGTNTGWGNKQSFVGLKGGFGT IRAGSLNSPLKNTK
———————————————————— GASVAGTNTGWGNKQSFVGLKGGFGT IRAGSLNSPLKNTK
———————————————————— GASVAGTNTGWGNKQSFVGLKGGFGT IRAGSLNSPLKNTK
———————————————————— GASVAGTNTGWGNKQSFVGLKGGFGT IRAGSLNSPLKNTK
———————————————————— GASVAGTNTGWGNKQSFVGLKGGFGT IRAGSLNSPLKNTK
——————————————————— TGASVAGTNTGWGNKQSFVGLKGGFGT IRAGSLNSPLKNTK
———————————————————— GASVAGTNTGWGNKQSFVGLKGGFGT IRAGSLNSPLKNTK
——————————————————— TGASVAGTNTGWGNKQSFVGLKGGFGT IRAGSLNSPLKNTK
——————————————————— TGASVAGTNTGWGNKQSFVGLKGGFGTIRAGSLNSPLKNTG
GFKGQEDLGNGLKAVWQLEQGASVAGTNTGWGNKQSFVGLKGGFGTIRAGSLNSPLKNTG

***** * nnnnnn **x*x ** R R R ke

ANVNAWESGKYTGEFLE 1 SKMARREHRYLSARYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY
ANVNAWESGKYTGEFLE 1 SKMARREHRYLSARYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY
ANVNAWESGKYTGEFLE 1 SKMARREHRYLSARYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY
ANVNAWESGKYTGEFLE 1 SKMARREHRYLSARYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY
ANVNAWESGKYTGEFLE 1 SKMARREHRYLSARYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY
ANVNAWESGKYTGEFLE 1 SKMARREHRYLSARYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY
ANVNAWESGKYTGEFLE 1 SKMARREHRYLSARYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY
ANVNAWESGKYTGEFLE 1 SKMARREHRYLSARYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY
DNVNAWESGKFTGDVLE I SGMAKREHRYLSVRYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY
DNVNAWESGKFTGDVLE I SGMAKREHRYLSVRYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY
DNVNAWESGKFTGDVLE I SGMAKREHRYLSVRYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSBSNGESY
DNVNAWESGKFTGDVLE I SGMAKREHRYLSVRYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY
DNVNAWESGKFTGDVLE I SGMAKREHRYLSVRYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY
DNVNAWESGKFTGDVLE I SGMAKREHRYLSVRYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY
DNVNAWESGKFTGDVLE I SGMAKREHRYLSVRYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY
DNVNAWESGKFTGDVLE I SGMAKREHRYLSVRYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY
DNVNAWESGKFTGDVLE I SGMAKREHRYLSVRYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY
DNVNAWESGKFTGDVLE I SGMAKREHRYLSVRYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY
DNVNAWESGKFTGDVLE I SGMAKREHRYLSVRYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY
DNVNAWESGKFTGDVLE I SGMAKREHRYLSVRYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY
DNVNAWESGKFTGDVLE I SRMAKREHRYLSVRYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY
BNVNAWESGKFTGDVLE I SGMAKREHRYLSVRYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY
ANVNAWESGKFTGNVLE 1 SGMAQREHRYLSVRYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY
ANVNAWESGKFTGNVLEISGMAQREHRYLSVRYDSPEFAGFSGSVQYAPKDNSGSNGESY

EACE R = o ** **** *x - ******* xxxxxxxxxxx

HVGLNYRNGGFFAQYAGLFQRYGEGTKKIEYDSQYYSIPSLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL
HVGLNYRNGGFFAQYAGLFQRYGEGTKKIEYDSQYYSTPSLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL
HVGLNYRNGGFFAQYAGLFQRYGEGTKKIEYDSQYYSEPSLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL
HVGLNYRNGGFFAQYAGLFQRYGEGTKKIEYDSQYYSEPSLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL
HVGLNYRNGGFFAQYAGLFQRYGEGTKKIEYDSQYYSIPSLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL
HVGLNYRNGGFFAQYAGLFQRYGEGTKKIEYDSQYYSIPSLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL
HVGLNYRNGGFFAQYAGLFQRYGEGTKKIEYDSQYYSIPSLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL

101
100
101
101
101
101
101
100
100
101
102
101
101
101
100
100
100
100
100
101
100
101
101
180

161
160
161
161
161
161
161
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0707
0606
0717
0925
1014
0704
0808
0711
0718
0726
0820
0715
1032
0946
0952
0931
Fa1090

0703
0716
0906
0929
0708
1022
0712
0707
0606
0717
0925
1014
0704
0808
0711
0718
0726
0820
0715
1032
0946
0952
0931
Fa1090

HVGLNYRNGGFFAQYAGLFQRYGEGTKKIEYDSQYYSIPSLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL
HVGLNYRNGGFFAQYAGLFQRYGEGTKKIEYDENFYSVPSLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL
HVGLNYRNGGFFAQYAGLFQRYGEGTKK IEYDENFYSVPSLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL
HVGLNYRNGGFFAQYAGLFQRYGEGTKKIEYDNQFYSVPGLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL
HVGLNYRNGGFFAQYAGLFQRYGEGTKKIEYDNQFYSVPGLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL
HVGLNYRNGGFFAQYAGLFQRYGEGTKKIEYDNQFYSVPSLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL
HVGLNYRNGGFFAQYAGLFQRYGEGTKKIEYDNQLYSVPSLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL
HVGLNYRNGGFFAQYAGLFQRYGEGTKKIEYDNQFYSVPSLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL
HVGLNYRNGGFFAQYAGLFQRYGEGTKKIEYDNQFYSVPSLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL
HVGLNYRNGGFFAQYAGLFQRYGEGTKKIEYDNQFYSVPSLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL
HVGLNYRNGGFFAQYAGLFQRYMEGTKKIEYDNQFYSVPSLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL
HVGLNYRNGGFFAQYAGLFQRYGEGTKKIEYDNQFYSVPSLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL
HVGLNYRNGGFFAQYAGLFQRYGEGTKKIEYDNQFYSVPSLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL
HVGLNYRNGGFFAQYAGLFQRYGEGTKKIEYDNQFYSVPSLEVEKLQVHRLVGGYDNNAL
HVGLNYRNGGFFAQYAGLFQRYGEGTKK IEYDNQFYSVPBLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL
HVGLNYQNSGFFAQYAGLFQRYGEGTKK I1EYDDQAYSMPSLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL
HVGLNYQNSGFFAQYAGLFQRYGEGTKKIEYDGQTYSIPSLFVEKLQVHRLVGGYDNNAL

FEAErEIAIAKk =Kk FTEhEAXAAIAXAAXAAXAAXkdh KExXxdxhAdxdxdxkh = *k * F-FdkkxhIxhkIXxkhihkhikihiikkikik

YASVAAQQQDAKLYGTWSANSHNSQTEVAATAAYRFGNLTPRVSYAHGFKGSVHSADYDN
YASVAAQQQDAKLYGTWSANSHNSQTEVAATAAYRFGNLTPRVSYAHGFKGSVHSA-——-
YASVAAQQQDAKLYGTWSANSHNSQTEVAATAAYRFGNLTPRVSYAHGFKGSVHSADYDN
YASVAAQQQDAKLYGTWSANSHNSQTEVAATAAYRFGNLTPRVSYAHGFKGSVHSA-——-
YASVAAQQQDAKLYGTWSANSHNSQTEVAATAAYRFGNLTPRVSYAHGFX-——-—————-
YASVAAQQQDAKLYGTWSANSHNSQTEVAATAAYRFGNLTPRVSYAHGFKGSVHSADYDN
YASVAAQQQDAKLYGTWSANSHNSQTEVAATAAYRFGNLTPRVSYAHGFKGSVHSADYDN
YASVAAQQQDAKLYGTWSANSHNSQTEVAATAAYRFGNLTPRVSYAHGFKGSVHSADYDN
YASVAAQQQDAKLYGTWRANSHNSQTEVAATAAYRFGNLTPRVSYAHGFKGSY -—-————-
YASVAAQQQDAKLYGTWRANSHNSQTEVAATAAYRFGNLTPRVSYAHGFKGSVHSADYDX
YASVAAQQQDAKLYGTWRANSHNSQTEVAATAAYRFGNLTPRVSYAHGFKGSVHSADYDN
YASVAAQQQDAKLYGTWRANSHNSQTEVAATAAYRFGNLTPRVSYX---——————————-
YASVAAQQQDAKLYGTWRANSHNSQTEVAATAAYRFGNLTPRVSYAHGFKGSVHSA-——-
YASVAAQQQDAKLYGTWRANSHNSQTEVAATAAYRFGNLTPRVSYAHGFKGSVHSADYDN
YASVAAQQQDAKLYGTWRANSHNSQTEVAATAAYRFGNLTPRVSYAHGFKGSVHSADYDN
YASVAAQQQDAKLYGTWRANSHNSQTEVAATAAYRFGNLTPRVSYAHGFKGSVHSA-——-
YASVAAQQQDAKLYGTWRANSHNSQTEVAATAAYRFGNLTPRVSYAHGFKGSVHSA-——-
YASVAAQQQDAKLYGKWRANSHNSQTEVAATAAYRFGNLTPRVSYAHGFKGSVHSADYDN
YASVAAQQQDAKLYGTWRANSHNSQTEVAATAAYRFGNLTPRVSYAHGFKGSVHSADYDN
YASVAAQQQDAKLYGTWRANSHNSQTEVAATAAYRFGNLTPRVSYAHGFKGSVHSADYDN
YASVAAQQQDAKLYGTWSANSHNSQTEVAATAAYRFGNLTPRVSYAHGFKGSVHSADYDN
YASVAAQQQDAKLYGTWSANSHNSQTEVAATAAYRFGNLTPRVSYAHGFKGSVHSADYDN
YVSVAAQQQDAKLYGAKRANSHNSQTEVAATAAYRFGNVTPRVSYAHGFKGIV----——-
YVSVAAQQQDAKLYGAMSGNSHNSQTEVAATAAYRFGNVTPRVSYAHGFKGTVDSANHDN

R o R R R R R A RAEAE R R o o Sk R R R R R R R R R I =

7.3SECUENCIA DE PROTEINAS EN LAS CEPAS QNGR

PORTADORAS DE PORB IA

0421
0521
0522
REFERENCIA
0520
Fal9

160
159
160
162
161
161
161
160
160
160
160
160
161
160
161
161
240

221
216
221
217
211
221
221
220
212
220
222
207
217
221
220
216
216
220
220
221
220
221
214
300

91



0421
0521
0522
REFERENCIA
0520
Fal9

0421
0521
0522
REFERENCIA
0520
Fal9

0421
0521
0522
REFERENCIA
0520
Fal9

0421
0521
0522
REFERENCIA
0520
Fal9

0421
0521
0522
REFERENCIA
0520
Fal9

---KAYVSGTKEGWGSRQSF I GLKGGFGKVRVGHLNN ILKDTDGFNPWEGKSYYLGLSNI 57
---KAYVSGTKEGWGSRQSF I GLKGGFGKVRVGHLNN ILKDTDGFNPWEGKSYYLGLSNI 57
---KAYVSGTKEGWGSRQSF I GLKGGFGKVRVGHLNN ILKDTDGFNPWEGKSYYLGLSNI 57
LEQKAYVSGTKEGWGSRQSF IGLKGGFGKVRVGHLNN I LKDTDGFNPWEGKSYYLGLSNI 120
---KAYVSGTKEGWGSRQSF I GLKGGFGKVRVGHLNN ILKDTDGFNPWEGKSYYLGLSNI 57
-—---AYVSGTDTGWGNRQSF I GLKGGFGKVRVGRLNSVLKDTGGFNPWEGKSYYLGLSNI 56

Rk = *khk FhEIAAIAIAIXAAXAAIAXAXA Xk =)k =-k)kk*k **k*k

AQPEERHVSVRYDSPEFAGFSGSVQYVPNDNSGKNRSESYHAGFNYKNSGFFVQYAGSYK 117
AQPEERHVSVRYDSPEFAGFSGSVQYVPNDNSGKNRSESYHAGFNYKNSGFFVQYAGSYK 117
AQPEERHVSVRYDSPEFAGFSGSVQYVPNDNSGKNRSESYHAGFNYKNSGFFVQYAGSYK 117
AQPEERHVSVRYDSPEFAGFSGSVQYVPNDNSGKNRSESYHAGFNYKNSGFFVQYAGSYK 180
AQPEERHVSVXYDSPEFAGFSGSVQYVPNDNSGKNRSESYHAGFNYKNSGFFVQYAGSYK 117
AQPEERHVSVRYDSPEFAGFSGSVQYVPNDNSGKNHSESYHAGFNYKNSGFFVQYAGFYK 116

RAE R = = ************************ xxxxx

RHNYTTEKHQVHRLVGGYDHDALYASVAVQQQDAKLTWSNDNSHNSQTEVAATAAYRFGN 177
RHNYTTEKHQVHRLVGGYDHDALYASVAVQQQDAKLTWSNDNSHNSQTEVAATAAYRFGN 177
RHNYTTEKHQVHRLVGGYDHDALYASVAVQQQDAKLTWSNDNSHNSQTEVAATAAYRFGN 177
RHNYTTEKHQVHRLVGGYDHDALYASVAVQQQDAKLTWSNDNSHNSQTEVAATAAYRFGN 240
RHNYTTEKHQVHRLVGGYDHDALYASVAVQQQDAKLTWSNDNSHNSQTEVAATAAYRFGN 177
RHSYTTEKHQVHRLVGGYDHDALYASVAVQQQDAKLTWRNDNSHNSQTEVAATAAYRFGN 176

** AR R o o R R R SR R R R R R R R R R R R R R AR AR Rk e o e

VTPRVSYAHGFKGSVYDADNDNT X~ === == = = m m oo 201
VTPRVSYAHGFKGSVYDADNDNTY D= == — = = —m o oo 202
VTPRVSYAHGFKGSVYDADNDNTYDQ— = === == — = —mm oo mm e 203
VTPRVSYAHGFKGSVYDADNDNTYDQVVVGAEYDFSKRTSALVSAGWLQRGKGTEKFVAT 300
VTPRVSYAHGFKGSVYDADNDNTY D= = = — = = o oo oo 202
VTPRVSYAHGFKGSVYDADNDNTYDX— = == = = — m oo oo 202

RAE R R R S ok o R SR R R R R R R R AR e

7.4ALINEACION DE ALELOS PARA LA DETERMINACION DE

GENOGRUPOS

7.4.1ALINEACION TBP 29 VS 1109

CLUSTAL 0(1-2.0) multiple sequence alignment

tbp1109
thp29

tbp1109
thp29

thp1109

CGTCTGAAAACAAGCTGACCACGGTTTTGGATGCGGTTGAATTGACACCAGACGGCAAGA
CGTCTGAAAACAAGCTGACCACGGTTTTGGATGCGGTTGAATTGACACCAGACGGCAAGA

R R R Rk R R R R R R R AR R R AR R SRR R R R R R R R AR R R Rk R R R AR AR R AR R R R R R R R AR R

AAATCAAAGATCTCGACAACTTCAGCAACGCCGCCCAACTGGTTGTCGACGGCATTATGA
AAATCAAAGATCTCGACAACTTCAGCAACGCCGCCCAACTGGTTGTCGACGGCATTATGA

R R R Rk R R R R R R R R R R AR R SR AR R AR AR R AR R R AR R R AR R R R AR AR AR R AR R AR R AR AR R R R R R AR R

TTCCGCTCCTGCCCACCGAAAGCGGGAACGGTCAGGCAGATAAAGGTAAAAACGGTGGAA
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thp29

tbp1109
thp29

tbp1109
thp29

tbp1109
thp29

tbp1109
thp29

TTCCGCTCCTGCCCACCGAAAGCGGGAACGGTCAGGCAGATAAAGGTGAAAACGGCAAAA

R R Rk R R R R R AR R R R R R R R R R R AR AR R R R R AR R R R R AR AR kR Ak **x

CAGACTTTACCTACACAACAACCTACACGCCGGAAAGCGATGAAAAAGACACCCAAACAG
CAGCCTTTATCTACGAAACAACCTACACGCCGGAAAGTGATAAAAAAGACACCCAAACAG

*k*k Fhihkik Fhkkik R R R R R R e R e R R AR e o I R R R kR e R e e e

GTATGGCGACCAATGGCGTGCAAACCGTTTCAAATACGGCAGGCGGCACAAGTGGCAAAA
GTATGGCGACCAATGGCGTGCAAACCGTTTCAAATACGGCGGGCGGCACAAGTGGCAAAA

R R R R Rk R R R R R R R R R AR AR R SR R R SR R R AR R R AR R R AR R R R AR R R G R R o R R R R e S e

CAAAAACCCATTATAAAGTCCAAGTCTGCTGTTCCAACCTCAATTATCTGAAATACGGGC
CAAAAACCCATTATAAAGTCCAAGCCTGCTGTTCCAACCTCAATTATCTGAAATACGGGC

R R R Rk R R R R R R R AR R R R R SRRk o I AR AR R R R R R R R R R R R S R R R R R e S e

TGCTGACACGTGAAAACAACAATTCCGTGA
TGCTGACGCGCAAAAACAGCGAATCCGCGA

*k*kkhkkkik k% *hkikikit Kk K Fhkikk X%k

7.4.2ALINEACION POR 262 VS 3176 VS 3178

CLUSTAL 0(1.2.0) multiple sequence alignment

3178
262
3176

3178
262
3176

3178
262
3176

3178
262
3176

3178
262
3176

3178
262
3176

TTGAAGGGCGGCTTCGGCACCATCCGCGTCGGCAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACC
TTGAAAGGCGGCTTCGGCACCATCCGCGTCGGCAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACC
TTGAAAGGCGGCTTCGGCACCATCCGCGTCGGCAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACC

GGTGCCAACGTCAATGCTTGGGAATCCGGCAAATATACCGGCGAGTTTCTGGAAATCAGC
GGTGCCAACGTCAATGCTTGGGAATCCGGCAAATATACCGGCGAGTTTCTGGAAATCAGC
GGTGCCAACGTCAATGCTTGGGAATCCGGCAAATATACCGGCGAGTTTCTGGAAATCAGC

R R e R R R R AR R R SRR R R o R R R R R AR R R S R R R AR AR R R R R AR AR R R X

AAAATGGCCAGACGGGAACACCGCTACCTGTCCGCACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCC
AAAATGGCCAGACGGGAACACCGCTACCTGTCCGCACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCC
AAAATGGCCAGACGGGAACACCGCTACCTGTCCGCACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCC

R R R R R R R R AR AR R R AR SR R R SR R AR R e R R R AR AR R R R AR AR R AR R AR AR R R R R AR R R

GGCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAAGATAATTCAGGCTCAAACGGCGAATCT
GGCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAAGATAATTCAGGCTCAAACGGCGAATCT
GGCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAAGATAATTCAGGCTCAAACGGCGAATCT

R R e R R R R AR R R R R R o R R AR AR SR R R R R AR AR AR R AR AR AR R R AR R R R R AR AR R R R AR R

TACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGTTC
TACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGTTC
TACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGTTC

R R R R R R R R AR R R SRR R SR R R SR R AR AR R R A R AR AR AR R R AR AR R AR AR R AR R R AR R R R e S

CAAAGATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATAGTCAATATTATAGTTTCCCC
CAAAGATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATAGTCAATATTATAGTATCCCC
CAAAGATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATAGTCAATATTATAGTACCCCC

R R R e R o R A R R AR R o S o e o e e R R AR AR R R AR R e e e e e I S
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3178
262
3176

3178
262
3176

3178
262
3176

AGCCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACGACAATAATGCC
AGCCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACGACAATAATGCC
AGCCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACGACAATAATGCC

R R R R R R R R R AR AR R R SRR R R R R SRR o SR e R R R R R R R AR R R R R S R R S R R S S e

CTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGTATGGAACATGGAGTGCT
CTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGTATGGAACATGGAGTGCT
CTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGTATGGAACATGGAGTGCT

R o R R R R AR AR SRR R R R SR R R SRR R SR R S S e R R AR AR R AR AR R AR R R AR R R R R R R e R

AATTCGCACA
AATTCGCACA
AATTCGCACA

R e e

7.4.3ALINEACION POR 4 VS 905 VS 3036 VS 3167 VS 3180 VS 3181

CLUSTAL 0(1.2.0) multiple sequence alignment

3167
3180
3181
3036
4
905

3167
3180
3181
3036
4
905

3167
3180
3181
3036
4
905

3167
3180
3181
3036
4
905

3167
3180
3181
3036
4

TTGAAGGGCGGCTTCGGTACCATCCGCGCCGGTAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACC
TTGAAGGGCGGCTTCGGTACCATCCGCGCCGGTAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACC
TTGAAGGGCGGCTTCGGTACCATCCGCGCCGGTAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACC
TTGAAGGGCGGCTTCGGTATCATCCGCGCCGGTAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACC
TTGAAGGGCGGCTTCGGTACCATCCGCGCCGGTAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACC
TTGAAGGGCGGCTTCGGTACCATCCGCGCCGGTAGCCTGAACAGCCCCCTGAAAAACACC

R e B

AAGGACAACGTCAATGCTTGGGAATCCGGCAAATTTACCGGCGATGTGCTGGAAATCAGC
AAGGACAACGTCAATGCTTGGGAATCCGGCAAATTTACCGGCGATGTGCTGGAAATCAGC
AAGGGCAACGTCAATGCTTGGGAATCCGGCAAATTTACCGGCGATGTGCTGGAAATCAGC
AAGGACAACGTCAATGCTTGGGAATCCGGCAAATTTACCGGCGATGTGCTGGAAATCAGC
AAGGACAACGTCAATGCTTGGGAATCCGGCAAATTTACCGGCGATGTGCTGGAAATCAGC
AAGGACAACGTCAATGCTTGGGAATCCGGCAAATTTACCGGCGATGTGCTGGAAATCAGC

**** xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

GGAATGGCCAAACGGGAACACCGCTACCTGTCCGTACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCC
AGAATGGCCAAACGGGAACACCGCTACCTGTCCGTACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCC
GGAATGGCCAAACGGGAACACCGCTACCTGTCCGTACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCC
GGAATGGCCAAACGGGAACACCGCTACCTGTCCGTACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCC
GGAATGGCCAAACGGGAACACCGCTACCTGTCCGTACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCC
GGAATGGCCAAACGGGAACACCGCTACCTGTCCGTACGCTACGATTCTCCCGAATTTGCC

*hAXhkkhk B e e S R R

GGCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAAGATAATTCAGGCTCAAACGGCGAATCT
GGCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAAGATAATTCAGGCTCAAACGGCGAATCT
GGCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAAGATAATTCAGGCTCAAACGGCGAATCT
GGCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAAGATAATTCAGACTCAAACGGCGAATCT
GGCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAAGATAATTCAGGCTCAAACGGCGAATCT
GGCTTCAGCGGCAGCGTACAATACGCACCTAAAGATAATTCAGGCTCAAACGGCGAATCT

RACECE R S S o o R R SR R SRR R R SR R R AR AR AR R R R R R R R S R R O SR R Sk

TACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGTTC
TACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGTTC
TACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGTTC
TACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGTTC
TACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGTTC
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905

3167
3180
3181
3036

905

3167
3180
3181
3036

905

3167
3180
3181
3036

905

3167
3180
3181
3036

905

TACCACGTTGGCTTGAACTACCGAAACGGCGGCTTCTTCGCACAATACGCCGGCTTGTTC

RACECE SRR o ok o SR R SR R SR AR R R AR AR AR R R S S S R S R S R R AR R SR R S S SR e SR R R R e SR R R AR AR ok

CAAAGATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATA---AATTTTATAGTGTCCCC
CAAAGATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATAATCAATTTTATAGTGTCCCC
CAAAGATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATAATCAATTTTATAGTGTCCCC
CAAAGATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATAATCAATTTTATAGTGTCCCC
CAAAGATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATAATCAATTTTATAGTGTCCCC
CAAAGATACGGCGAAGGCACTAAAAAAATCGAATACGATAATCAATTTTATAGTGTCCCC

AR R S o S SR R AR AR R AR R R R SRR R R S R R R R R SR R R R R

AGCCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACGACAATAATGCC
AGCCTGCTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACGACAATAATGCC
GGCCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACGACAATAATGCC
GGCCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACGACAATAATGCC
AGCCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACGACAATAATGCC
GGCCTGTTTGTTGAAAAACTGCAAGTTCACCGTTTGGTCGGCGGTTACGACAATAATGCC

**kk*k Fhkikk B R o R S R R R AR AR AR S R R S Sk S e o e

CTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGTATGGAACATGGCGTGCT
CTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGTATGGAACATGGTCTGCT
CTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGTATGGAACATGGAGTGCT
CTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGTATGGAACATGGCGTGCT
CTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGTATGGAACATGGCGTGCT
CTGTACGCCTCCGTAGCCGCACAACAACAAGATGCCAAATTGTATGGAACATGGCGTGCT

RAEE R R o o o SR R R R SR AR R SR R SR AR AR R R R R SR R R R AR R SRR R R R S R Sk e ko SR R R S e e o *x*k*x

AATTCGCACAACT
AATTCGCACA---
AATTCGCACA---
AATTCGCACA---
AATTCGCACA---
AATTCGCACA---

RAE R R e e
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