En Bacteriologia de Aplicacion Clinica las
Tecnicas de Biologia Molecular se emplean

para:

La identificacion de especies de dificil tipificacion mediante
pruebas bioquimicas,

La identificacion de alelos de genes que codifican factores de
virulencia



La investigacion de la epidemiologia de la infeccion causada
por una determinada especie

La investigacion del mecanismo responsable de una resistencia
emergente

La identificacion de genes de resistencia a los antimicrobianos y
su modo de movilizacion



Identificacion de especies de dificil
tipificacion mediante pruebas bioquimicas

“Una especie bacteriana es una categoria que
circunscribe un grupo genéticamente
coherente de cepas/aislamientos individuales
gue comparten un alto grado de similaridad en
caracteristicas independientes”. (Genotipicas y
fenotipicas)



Una especie bacteriana se puede definir por:

1. Nivel de parentesco o similitud genético
(hibridacion ADN-ADN)

1. Analisis 16S rADN

2. El contenido G+C

v
Caracteristicas fenotipicas o pruebas biquimicas
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Control ADN genémico del microrganismo 1 marcado x ADN
genomico no marcado del micorganismo 1 = 100%

ADN gendmico del microrganismo 1 marcado x ADN gendmico no
marcado del microrganismo 2 =...%

ADN gendmico del microrganismo 1 marcado x ADN gendmico no
marcado del micrororganism 3 =...%

INTERPRETACION:

100% de hibridacion: el mismo
aislamiento

>70% de hibridacién: la misma
especie

>20-30% de hibridacion: el mismo
género

<10% hibridacion: "no-relacionado”



Hibridacion ADN-ADN me daidea del parentesco entre dos aislamientos

bacterianos y la sensibilidad del método decae rapidamente cuando las

especies son altamente divergentes por ejemplo pertenecen a diferentes
géneros

Para estudios filogenéticos de los procariotes

GEN : I

1- presente en todas las especies bacterianas

2 -no transferible entre especies

3- zonas conservadas

4-tamano suficientemente grande para poseer informacion sobre la

evolucion



ARN Ribosomales en Procariotes

Nombre Tamano (nucleotidos) Ubicacion

5S 120 Subunl_dad mayor del
ribosoma

16S 1500 Subunidad menor del
ribosoma

Subunidad mayor del

235 2900 ribosoma

“El nombre se basa en la velocidad que la molécula sedimenta
en agua Bigger molecules. Las moléculas méas grandes mas
rapido que las pequenas.




Escherichia coli
Anacystis
nidulans

Thermotoga
maratima

Methanococcus
vannielii

Thermococcus
celer

Sulfolobus
sulfotaricus

...GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCG

...GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGAGAGGCAAGCGTTATCCG

...GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTACCCG

...GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACCGACGGCCCGAGTGGTAGCCA

...GTGGCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCGGCCCGAGTGGTGGLCCG

..GTGTCAGCCGCCGCGGTAATACCAGCTCCGCGAGTGGTCGGGG



Biologia molecular clinica en la identificacion de las
especies y genoespecies 0 genomovar

Se basa en el analisis de los genes que codifican los rARN

 16S ARN

e 23S ARN

* Regiones spaicers (tARN)



16 S rADN (ademas de la secuenciacion para estudios filogenético

PCR-Ribotipificacion

Burkholderia cepacia patogeno oportunista relacionado a infecciones
en pacientes fibroquisticos, y otros pacientes inmunodeprimidos,
asi como a infecciones nosocomiales

Ej. Complejo Burkholderia cepacia: compuesto por especies
fenotipicamente similares
Genomovares |,
Il (B. multivorans) , I,
IV (B. stabilis) y
B. viethamiensis

Cebadores 16 S

fD1 (5'-CCG AAT TCG TCG ACAACAGAG TTT GATCCTGGCTCAG-3")
rD1 (5'-CCG GGA TCC AAG CTT AAG GAG GTG ATC CAG CC-3Y),



4 grupos de RFLP Alul, Cfol, Ddel, y Mspl,
y en 2 sub-grupos con los patrones obtenidos por Ncil y
BssKI.
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Especies Patrones de RFLP RFLP RFLP
Alul Cfol Ddel Mspl Ncil BssK1l Grupo Subgrupo

B. cepacia
genomovar | A A A A AH AH* 1 1la
B. cepacia
genomovar | A A A A A A 1 1b
B. cepacia
genomovar | A A A A A AH 1 1c
B. cepacia
genomovar Il A A I A A Al 2 2a
B. cepacia
genomovar lll A A A A A A 1 1b
B. cepacia
genomovar IV A B A B H H 3 3
B. vithnamiensis A A J A A A 4 4

* Perfil compuesto atribuible a variaciones entre los diferentes operones. B. cepacia posee por lo
menos 6 operones rARN



Gen que codifica RecA, Cebadores especificos para cada Genomovar

Complejo B. cepacia : Burkholderia cepacia (genomovar I)
Burkholderia multivorans Il (genomovar I1),

Los experimentos de Hibridacion ADN-ADN entre aislamientos B. cepacia genomovar |11
recA IHIA, B, IHICy 1D sugiere que son subtipos de una misma especie, B. cenocepacia

sp. nov.con una cepa tipo LMG 16656, distinta a B. cepacia (genomovar I)

Burkholderia stabilis (genomovar V),
Burkholderia vietnamiensis (genomovar V)
Burkholderia dolosa genomovar VI
Burkholderia ambifaria (genomovar V1),

Burkholderia anthina (genomovar VIl11),
Burkholderia pyrrocinia (genomovar 1X),
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Fig. |. Phylogenetic tree of 8 cepucie complex bacteria based on aved gene sequences indicating the presence of four 8. cemocepacia lincages
(highlighted in bold character type) Representative strains of each genomovar and the GenBank accession numbers are shown. Sequence data for the
Burtholderia psewdomalies strain K96243 secd pene was generated by the Pathogen Sequencing 1lnit at the Sanger Instinste, and can be obtained from
hitp-www sanger.ac uk/Projects/Microhes.
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Género Acinetobacter esta compuesto por 21 genoespecies
Muchas de las cuales no pueden ser diferenciadas
fenotipicamente.

Aungue se han descripto brotes de infecciones por
las genoespecies 5 (A. junii), 7 (A. johnsonii) y 8/9 (A.
lwoffi), las genoespecies mas frecuentemente relacionadas a

Infecciones nosocomiales pertenecen al

complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii
A. calcoaceticus (Acinetobacter genoespecie 1)

A. baumannii  (Acinetobacter genoespecie 2)
Acinetobacter genoespecie 3
Acinetobacter genoespecie N1 (GM)
Acinetobacter genoespecie N2 (GM)
Acinetobacter genoespecie 13 TU
Determinados mediante Hibridacion ADN-ADN



Acinetobacter

PCR- Ribotipificacion
ARDRA(AmpIified Ribosomal DNA Restriction Analysis)

Amplificacion del 16S (1500 pb)

N

Alul, Cfol, Mbol, Mspl, Rsal
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]

genoespecie 3

d

1 al 12 genoespecies BG, 13-15 TU, 14-17BJ.

Bajo nivel discriminatorio para diferenciar genoespecies 6, 7y 4,y entre

7

Aislamientos 19*-31* (excepto 24 *) aislamientos clinicos de A. baumannii
nameros

18, 5, 13, 11.



Ribotipificacion: Digerir el genoma con enzimas
de alto numero de corte, transferir los fragmentos
obtenios a nitroceculosa
y utilizar la sonda universal (cDNA de los genes 16S ARN-23S ARN
de E. coli

Cromasona
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Transferencia
a una membrana
Corrida e hibridacion con sonda
Electroforética
(separacion de los fragmentos
Digeridos )




A.baumannii
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Region spacer 16-23S

ITS2-S
(RNAA RNA'* e

83

TSI M | TATTGAQTGAASAGACTTT W, it

CCT GCACA

ITS: intergenic spacer sequences
Amplificacion: utiliza regiones conservadas de los extremos de los genes 16S y 23S

Para algunos Géneros (Xantomonas) que incluyen especies cuya diversidad
genética medida
por secuencias del 16SrADN es de 1.8% (similitud 98.2%), se ha
observado
gue IT muetrsan similaridades en el rango de 63-80%.
En algunos Geéneros la velocidad de
evolucion de la region IT16S-23S es 10 veces mayor gue las secuencias 16S
ARN)



Region spacer 16-23S

Cebadores usados son secuencias consenso con la parte externa de la region “spacer”

16S 23S

T3A5 GGG GGT TCG AAT TCC CGC CGG CCC CA-TX
T5B 5-AAT GCT CTA CCA ACT GAACT-3
Marcados en sus extremos 5 con isotiocianato de fluoresceina durante sus sintesis

Los productos amplificados se separan por electroforesis en 5% de acrilamida-7 M urea
en 0.6 X TBE y se analizan en un secuenciador laser (fluorescencia) automatizado

Los patrones se expresan como densitograms de fluorescencia

De los 21 grupos DNA-DNA o0 genoespecies: este método discriminé 17, ya que
el complejo complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii lo dividio
solamente en dos grupos o clusters
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La técnica de Internal transcribed spacer-PCR
(ITS-PCR, ) que amplificalaregion “spacer” o
separadora entre 16Sy 23S ha sido utilizada para
Identificar las especies de estafilococos coagula-
negativos (SCN) en formarapiday especifica. Se
Identificaron mediante esta técnica 11 especies
diferentes de SCN en alrededor de 600
aislamientos clinicos en forma rapida y precisa
originando cada una de tales especies patrones
de bandas unicos.
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Stenotrophomonas maltophilia

SM1 CAGCCTGCGAAAAGTA
SM4 TTAAGCTTGCCACGAA CAG

531 pb
23S

Helicobacter pylori

HP 1 5'GCTAAGAGATCAGCCTATGTCC
HP2 5 TGGCAATCAGCGTCAGGTAATG

165 517pb




El contenido G+C

(T.,) Mmol% G+C ={Tm +[90.5-Tm (ref)]} —69. 3
0.41

En la actualidad se utiliza para determinar la transferencia de
genes o0 grupos de genes entre especies o linajes



Las bacterias pueden adquirir genes
horizontalmente ya sea por conjugacion,
Inserciones mediadas por bacteriofagos o
por la toma de ADN nativo de fuentes

exdgenas

Por la gran diversidad de mecanismos virtualmente todo
gen 0 grupos de genes pueden ser transferidos
virtualmente a toda especie bacteriana pero los que
realmente nosotros detectamos son aquellos que
presentan una relevancia evolutiva (genes que persisten)



Isla de Patogenicidad (PAI): bloques de ADN que
codifican factores de patogenicidad que es adquirida
generalmente por transmision horizontal

Los plasmidos pueden ser vectores de estos
blogues de genes responsables de la patogenicidad.
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.-?? Fid £
-------- - ——

{.ﬂ..ﬂ._

Ve R e B e |

rir2 |5 ﬂlﬁ I rﬁi‘3|12 |1E 'I'B 19 l 24
! | A 2830
10 ces sEad r‘IEI

0 SO0 10000 5000 20000 25000
I i Fl i i I. L i i i ] i i i i ; 1 i i i I i i i i I L H 'l

b
[ 15600 homobg [y awe adhesin. B @sr > ORF wih no database homobg

H ERICsequerce wp e50 Oy s WP ORF wth datatase homolog

B & B cos




IL-8 induction

T
NF-xB activation
T
t i i e i
Receptor signalling -
S @ Célula epitelial
] _J, .
Receptor?
“ME
H. pylori
- (520 “MC
® @
D @ (521
A
AA A A A A A A aﬁa.ata. f_-"..ﬂ. Lae:a Al
vir4 virBil virB10 VirB9 . virBd
B
cagl cag? cagd cagd cagd cagf  cae?  caglB cagfd cagh

L — E— a— T [ ic-..




1. PAls portan genes que codifican factores de virulencia:
adhesinas, toxinas, invasinas, etc.

2. Estan ubicadas en el cromosoma o formando parte de
plasmidos

3. Poseen un contenido G+C diferente del resto del
genoma de la especie

4. Estan flanqueadas por repeticiones invertidas



“Una especie bacteriana es una categoria que
circunscribe un grupo genéticamente coherente de
cepas/aislamientos individuales que comparten un

alto grado de similaridad en caracteristicas
Independientes. Hasta el presente parametros como
la homologia ADN-ADN y el contenido en G+C son
estandares para delinear especies bacterianas. Los
nuevos metodos tales como secuenciacion de un gen
determinado (16 S rADN, recA etc) deben ser
congruentes principalmente con la hibridacion
ADN-ADN



& La identificacion de variantes (alelos) de genes de
virulencia para determinar su correlacion con las
diferentes formas clinicas de la presentacion de la infeccion



Factores de virulencia ? H. pylori

vacA: enzima vacuolizante de células eucariotas

Region sefial “s” Region media“ m”

1
1 3




Helicobacter pylori

vacA PCR multiplex

123 45M678910




Los diferentes tipos y subtipos se pueden
Identificar
mediante PCR utilizando cebadores especificos para
cada uno de ellos

Hibridacion reversa
LiPA
(Line Immuno Probe Assay)



Tira de Nitrocelulosa
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Oligos Tipo 2
Oligos Tipo 3
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Oligos tipo 6
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ISLA DE PATOGENICIDAD cag (cag-PAl)

de Helicobacter pylori (Hp).

-Es un conjunto de 30 genes que configuran (isla de patogenicidad)
relacionados con la induccion de reaccion inflamatoria y cambios
morfologico de las células de la mucosa gastrica

-Sin embargo, se ha encontrado total o parcialmente
ausente, aun en individuos con patologia severa.

-En algunas regiones, la mayoria de los aislamientos
tienen cag-PAl total o parcialmente incompleta.

-En consecuencia, su rol en la patogenia es controvertido.



1)Investigar la coexistencia de distintos genotipos de

cag-PAI en un mismo huésped.

2) Demostrar de este modo, la microevolucion genetica

adaptativa durante una colonizacion persistente.



1) Analisis de cag-PAI: amplificacion por PCR en todos
los aislamientos de los genes cagA, cagEk, cagG,
cagM en la region cag I; cagT, HP0524, HP0527 en
cag Il y la region terminal izquierda (LEC). EI
criterio de seleccion de estos genes es cuatro de estos
genes estan ubicados en la region cagl : cagA (la
proteina codificada es inyectada dentro de la célula
huésped), cagE, cagG y cagM (inducen la secrecion de
IL-8). Dentro de la region cagll se encuentran
ubicados cagT, HP0527 (virB10) y HP0524 (virD4).

2) Amplificacion por PCR de “sitio vacio”: demuestra
ausencia total de la isla.

3) Determinacion de clonalidad intra-huésped:
polimorfismo de IspA-gimM y RAPD-PCR.
A




Analisis de aislamientos con idéntica delecion de

cag-PAIl en todos los nichos.

Pacientes  N° de Genotipo de cag-PAl Tipo segun Tipo segun  Nichos (sitios de cada
Biopsias IspA-gimM RAPD-PCR biopsia)
positivas

Al A2 A3 C1C2C3

19F 6 E.G M V V + + + + + +

32F 6 ORF13, ORF10 IX IX + + + + + 4+

38C 6 A, G, M, T, ORF13, ORF10, XXXV XXXI + + + + + +

LEC
37F 6 AE X X + + + + + +




Variantes con diferentes genotipos
de cag-PAl en distintos nichos.

Pacientes  N°de Genotipo de cag-PAI Tipo segun Tipo segun  Nichos (sitios de cada

Biopsias IspA-gImM RAPD-PCR biopsia)

AE,G, T,ORFI0, LEC
AI E. Gl m' LEC

Intacta

A,E, G, T, ORF13, ORF10, LEC

“gitio vacio®

“sitio vicib"/ A, E, M, T, ORF13,
ORF10,LEC
Intactn

Intacia
sitio vacio

Xvil
= XX XVl
XIX XVl

sitio vacio
Intacta




Patrones de Bandas obtenidos
con IspA-glmM con Hhal y
RAPD-PCR

A 12 34 56 7 8 910111213141516 171819 M 20212223 24252627 282930313233343536373839M 40 4142 M
» 8 &5 : 3

%, o i
1000 bp

- E}“ ii 500 bp

1000 bp
500 bp

SRECE ML LT L




Conclusién

 La coexistencia de variantes con diferentes
genotipos de un probable factor de
virulencia en un mismo huésped, indicaria
la microevolucion de Hp en la colonizacion
cronica mas que la evolucion a una
determinada enfermedad.



&L a investigacion de la epidemiologia
de la
Infeccion causada por una
determinada especie



DIVERSIDAD CLONAL
Una especie bacteriana esta compuesta por diferentes
clones. Un clon se define como el conjunto de bacterias que
derivan de un ancestro en comun, como resultado de una
misma cadena de replicacion. En sentido epidemioldgico, el
téermino
CEPA BACTERIANA
es sinonimo de clon



Familia| Genero [Especie|Subespecie

Secuenciacion de ADN
MLST
ARDRA
tRNA-PCR
ITS-PCR
RFLP
PFGE
AFLP
AP-PCR
RAPD
REP-PCR

MLST: multilocus sequence typing, ARDRA: Amplified Ribosomal DNA Restriction analysis,
tRNA-PCR: transfer RNA genes, ITS-PCR: Internal Transcribed spacer, RFLP: Restriction
Fragment Length Polymorphism, PFGE: Pulse Field Gel Electrophoresis, AFLP: Amplified
Fragment Length Polymorphism. AP-PCR: Arbitrarily Primed, RAPD: Random Amplified
DNA Polymorphism, REP-PCR: Repetitive Extragenic Palindrome, PCR: Polimerase Chain

Reaction



Estudio evolutivo de la poblacion

bacteriana

La genotipificacion permite determinar la estructura

genética intra-especie de una pobiacion bacteriana,

utilizando un gran numeros de aislamientos de diferentes
origenes de determinadas especies.

gt

Definir el nivel de similitud entre aislamientos
perteneciente a un mismo clon, para
iIdentificar por ejemplo el “clon epidémico”,
su reservorio y la(s) via(s) de transmision




Estudio de la patogenicidad
e historia
natural de la infeccidn

Establecer clones que causan colonizacion

Identificacion del origen de la infeccion
(enddgena o exdgena)

Establecer vias de transmision y reservorios

Establecer si la emergencia de la resistencia se debe a la
diseminacion de un determinado mecanismo en diferentes
clones o a las diseminacion de un mismo clon con diferentes
mecanismos

L
Estrategias de prevencion




BROTE EPIDEMICO

Incremento temporaneo en la incidencia de la
infeccion por un determinado patogeno

o0 alternativamente como un incremento temporal
de la colonizacion con un determinado
patdgeno con o sin incremento en la morbilidad
de la infeccidn

v

Aumento de la velocidad de transmision de un
determinado patogeno



Multi-locus Sequencing Typing (MLST)

Se basa en la secuenciacion de fragmentos
Internos de 450 pb de por lo menos 7 genes
housekeeping gene para determinar
presuntos alelos en cada uno de los 7

Core housekeeping genes: Estos genes
son ubicuos dentro una determinada
poblacion bacteriana y codifican

proteinas esencilales para el
metabolismo central de la célula
bacteriana. Generalmente estos genes

evolucionan a una velocidad moderada

Las multiples variantes alélicas se .
Estudio de la

guardan en una base de datos central historia

(http://www.mlst.net). natural de la
Infeccion



Cuando se guardan
los alélos de los
distintos genes el
programa eBURST
agrupa alos
alslamientos en
complejos clonales

(CC).

Table 1

Doiriaai ks of cirrenily avadlable bastarial MILST daiabases.
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Curreni Dpinion in Micrehiology 2004, 7:302-313
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Estos cc pueden revelar
diferencias en los huéspedesde
preferencia para cada uno de ellos
yel MLST se puede para rastrear cc
virulentes y la fuente de la infeccion
en humanos , animales y el medio
ambiante. Es un marcador de la
estructura poblacional de una
especie






Aislamientos de Helicobacter pylori separados por diferentes
clones mediante REP-PCR




Acinetobacter bauamnnii- REP-PCR

220 LS. Quelle and M. Catalano / Diagnostic Microbiology and Infectious Disease 39 (2001) 215-223
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Acinetobacter bauamnnii Macrorestriccion
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Macrorestriccion. Linea 1 genotipo I; Linea 2: genotipo la; Linea
3: genotipo Id; Linea 4: genotipo Il; Linea 5: genotipo llb; Linea 6:
genotipo lll; Linea 7: genotipo Ib; Linea 8: genotipo lla; Linea 9:
genotipo lld; Linea 10 genotipo V; Lineall: genotipo IVb;
Lineal2: llla; Lineal3: genotipo VI; Linea 14: genotipo VIl. M:
Bacteriofago Lambda ladder DNA concatemeros.



Acinetobacter bauamnnii
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A. baumannii PFGE con Smal
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Stenotrophomona maltophilia

1 2 3 4 5 6 7 8 910 M

Similitud BWE - - -
0,00 0.28 0.80 0,78

O
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28 clones diferentes en 36 aislamientos alta diversidad clonal



AFLP
Amplified Fragment Lenght
Polymorphism

Primer paso: Generar fragmentos de restriccion con una enzima de corte
frecuente (EcoRIl) y una enzima de corte poco frecuente ( Msel)



ADN Doble cadena ya digerido

I I I
L I L
—- EcoRI

Ligar adaptadores
Doble cadena E  \sel

Fragmentos-Tagged

Los adaptadores poseen 3 caracteristicas:

1. Ligado compatible con los sticky-end generados en la restriccion
2. Elimanacion de los sitios de restriccion luego del ligado

3. Crealasecuenciatemplado para la subsiguiente amplificacion



Adaptador Fragmento

5-CTCGTAGACTGCGTaTGCA G.../l..CTGCA
3" CATCTGACGCAt ACGTC./I....G
Ligasa

5-CTCGTAGACTGCGTaTGCA G|../[..CTGCA
3" CATCTGACGCAt ACGTC./I....G

5" GACTGCGTaTGCAGG

5" GACTGCGTaTGCAGGC (

Cebadores (adaptador + sitio de restriccion)

5 GACTGCGTaTGCAGA
5 GACTGCGTaTGCAGAT



Las sequencias de los adaptadores sirven como los sitios de
unidn para cebadores para la subsecuente amplificacion “selectiva”

Aqui se deben probar diferentes cebadores hasta encontrar los que permiten mayor
Discriminacion entre los diferentes clones (mayor indice discriminativo)

ADN Templado

-

vAg .. ..,
o <,>Cv>_ + sitio de restriccion (marcado
Mixing con un colorante fluorescente)
+ sitio de restriccion

PCR

Solo los fragmentos que poseen adaptadores de las dos enzimas en cada extremo
seran amplificados
exponencialmente durante la PCR

vAg
S —



Fragmento Cortado por enzima A v enzima B

Enzima s T ) ima B
"h Adaptador de las secuencias expuestas
porla enama A marcado conun

Cromogenc

Adaptador de las secuencias expuestas
por la enzima B

Reaccion de ligado v PCR con cebadores cuyas
secuencias son complementarias a los adaptadores delas enamas Ay B

Il W 1 g

Se amplifican en alto ndmero de copias solamentelos - ___ " ___ ~—°°= 300
ragmentos corta dos ¢con amba s enzimas. - — —————
Se separan en geles de poliacrilamida -
en un secuenciador automatico - T ol =

R === i=RR= == 130



Guia para la seleccion de Cebadores

EcoRI-0-FAM Msel-CA
Msel-CC
Msel-CG
Msel-CT
EcoRI-A-FAM Msel-A E faecalis vanco-R
EcoRI-C-NED Msel-C
EcoRI-G-JOE Msel-G
EcoRI-T-JOE Msel-T A. baumannii

EcoRI-AA-JOE Msel-0
EcoRI-AC-FAM
EcoRI-AG-JOE
EcoRI-AT-NED
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%% of Similarity (Dice Coefficient)

48.00 84,00 80.0 8,00
wres B
148,
e Panas
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——— uresaB™

Se amplifico un segmento de 2.4 pb perteneciente a los genes ureA-B
con posterior digestion con Haelll
Se obtuvieron 24 perfiles diferentes, los mas frecuentemente
encontrados pertenecieron a los 10 perfiles descriptos por Owen y
distribuidos
por todo el mundo



Polimorfismo de IspA-gimM
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88 pacientes en 73 la similaridad entre
los patrones de bandas fue de 20 a 78%



Patrones de Bandas obtenidos
con IspA-glmM con Hhal y
RAPD-PCR

A 12 34 56 7 8 910111213141516 171819 M 20212223 24252627 282930313233343536373839M 40 4142 M
» 8 &5 : 3

%, o i
1000 bp

- E}“ ii 500 bp

1000 bp
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«La identificacion de genes
de resistencia a los antimicrobianos
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Tahle 1

M Mates er al. f Intermadi onal Joromal of Al

il Agenis

27 (20NN ) F52-T58

M-l restriction fragment length polymerphism profile. minimum inhibitory concentration (MIC), and rdcd and frad alleles of the 21 Heficobacter
o isolates from patients with heteroresistance o meatronidazole (AT

lzolates Fapit-plmhd BAIC A gena® JreA ;_:-:uch
profile (mg1 - - - - - - : - - - - - -
Change in nuclectide Change in amino Change in mxclectidz Change in amino acid
sequence acid sequence sqUEnCe sqUeEnce
TOARS A 2 Frameshift. delation Stop codon at position
ol A at position 54 a9
TO3R A 128 Frameshifl, insertion Stop codon at Frameshift, deldion Stop codon at position
of A at position 193 position 74 of A at position 54 9
318" B 1 Frameshift. delation Stop codon at position
of T at position 215 T4
AZ2IR B 128 Frameshift, delation Stop codon at Frameshift, deldion Stop codon at position
of AT at positions position 157 of T at position 215 T4
424425
[ = 0.5 Frameshift, deldion Stop codon at position
of A at position 54 19
GITR [ 128 Frameszhift, insartion Stop codon at Frameshift, delation Siop codon at position
of A at position 193 position 73 of A at position 54 9
i 14587 (B 1 Missmae. A — T Bliat — Len (126,
(376], Mt — Gin {1553,
CATG — TCAA Gl — Gly (2143
(462465, A — G
(541
G141 I 1% Missense, delation of Man— Thril2a Frameshift. delation Riop codon at position
Aoat position 377 His — He (127} of A at position 54 a0
insertion of T at Cys— Tyr {1597
position 381; G — A
al positiom 476
325EF 1 0.25 Momsense, G — & al Trp — stop codon at
position 203 piosition &8
325R 1 1% Missense, G — Aoal Arg—s His [ 16) MNonsense, G — A al Trp — stop codon at
position 46 peosition 203 position 68
124387 E 0.5 Frameshitt, delation Rtop codon at position
ol A at position 54 an
1283 R E a4 Framezhift, insartion Stop codon at Frameshitt, delation Rtop codon at position
of A at position 461 position 155 ol A at position 54 a9
218 E 0.5 Frameshitt, delation Rtop codon at position
ol A at position 54 a9
12011 E e Miszense, imsartion of Inserticn of Lle at Frameshift, deldion Stop codon at position
KA At pogitions position 154 ol A at position 54 a9
4ia0-4a2
12358 E 1 Frameshift, delation Rtop codon at position
ol A at position 54 a9
12C3 R E iz Mizsen=e, fA — CC Gl — Ada (32) Frameshift, delation Rtop codon at position
At positions 9506 of A al position 54 in
12A2R E iz Mlizsen=e, G — Aoal Gly — Asp (163 Frameshift, delation Rtop codon at position
position 445 of A al position 54 in
ANGERT Bl 05 Missanse, it — Giln {155},
CATG — TOAM Gl — Gy (2143
(4624635, A — G
[N
ok ¥ 1% Missen=e, C— T at Prrio — Sar (515 Mizsmse, G — T at Gly — Trp (157)
position 151 peositi on 4659
Q3R L 1 Frameshift. delation Stop codon at position
of A al position 54 in
DENTTS H iz Missense, G — A al Gily — Sar (1899 Frameshift, deldion Stop codon at position

position 565

of A al position 54

in




-El andlisis comparativo de las secuencias del gen PLP-1A mostré dos mutaciones puntuales en

los aislamientos AMX-

R:

1)C1667G (cambio de treonina por serina en el aminoacido 556 (dentro del tercer motivo de

union a penicilina);

2) T1911G (cododn stop en posicion 637)

HP2ZEEI5 (HP=-059T7)
16-Amx-3-C3
l6=Amx=R=RZ

HEZEE9E (HP-0559T)
16-ame-5-C3
16-Amu—-R-h

HF2EE95 {HP-059T)
16-Ame-3-C3
16=Amx=R=hz

H. prlori amoxicillin resistance

430 440 450

463 470 480 490 500

LGLNTLOEALSHS LHLATINLEDO LGFER L YOS LEDMGFRNLERDLS IWFHISPIMHTSLFSHTGMHMIE

510 520 530

sS40 550 560 570 5@0

EI TR N DVE TF I P E TR I TEREQAFLTLEVIMDAVENGTESLARI NGLE Liﬁtmlﬂmlﬂﬂﬂmlﬂ?

S - TR, : S S -
S - T : S S A (N -
550 &00 610 EEﬂ' 630 640 650

[ [ [P (R [ el -n O IR [ ([P [N [

GROOMTERI Emtm&mrra!mumrs:mmvemm IVDEKI P’!‘EETE‘HE I TPTEE:ETDDEE.B

...................................................... . T

E|]'.-:|-

Figure 2. PRP-1A smimo scid sequences in paired susceptible and resistant isalstes . Partis] sequence of 3 end php-1A gene, dilffemnces hetween susceqihle
and resistand dsoldes are indicaied by hoses (GenBank scoession nwohers ERSE3173 and BESS5174, respectively). HP26695 relerence slran (GenB ank

soce g munsher ABNIS 11 L 16-fans-5-005: amomallm-susce plible molsle recoversd Inum ong coopus bapay; 18-Amc-R-A2: amaicil hn-resitan solste
recoverad Tmam one antral hiopsy.

lal ih)
1 2 3 4 567 8M

1 by [LLERT
SCHIbp

S

Figure L EAPD-PCR (a2) and fspfeplmab-BEFLP () paofiles o suscepthle
and resgiam isoldes olsmed Inon s smgle petent. Lanes 1 -3, diffenem
amoxici linswsceptihle  isolates  recovered  Irom two sniral baogsaes
(expansion of single colones, see Maenalk and mesthods); lanes d-6,
smoEkdlin-susceptihle isolstes =ooverad Inom two oorpus hiopaes; lanes 7,
smoEkdllin-resitnt molste recoversd from one amral Wopsy; lane |
s aici linresintmt molse recovered from one compus opsy . M2 100 by
lakler.



Resumiendo

*El analisis de las técnicas como hibridacion ADN-ADN vy la
secuenciacion del gen 16S rADN juega un rol importante en la
definicion de especies. Métodos mas aplicables desde el punto de
vista clinico incluyen analisis de grupos de genes como los
operones rrn (ribotipificacion considerando 16S, 23S y 5S, o0 un
gen individual (16S rADN mediante ARDRA), o el analisis del
gen recA, o de secuencias intragénicas entre 16S-23S-rADN.

*MLST permite determinar la variabilidad dentro de la pobacion
de una especie, y la manera que los clones que la forman
evolucionan en el tiempo. Define complejos clonales estables de
manera de permitir el rastreo de linages
hipervirulentos/multiresistentes.



|_a determinacion de la relacion genética ente aislamientos de una
misma especie puede realizarse mediante métodos cuyo blanco es
el genoma total (AFLP, RAPD, Rep-PCR, PFGE). Estos metodos
dan idea de una evolucion mas rapida que el MLST vy son utiles
para estudios en corto periodo de tiempo que puedan resolver
situaciones epidemicas.

 La genotipificacion también incluye el analisis de genes
hipervariables que pueden no ser ibicuos dentro de la poblacion
una especie (gen cagA en H. pylori), e incluyen proteinas de
superficie que interactuan con el huésped o que codifican otros
factores de virulencia (vacA, ureAB). Generalmente evolucionan
a una muy alta velocidad. Este analisis permite relacionar
determinados alelos con el tipo de infeccion o con la gravedad de
la misma.

« Para la identificacion de genes de virulencia gque caracterizan
determinados clones de una especie.
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