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PREFACIO

Este trabajo de graduacion inici6 como parte del proyecto FODECYT “Desarrollo de pruebas
moleculares para la deteccion de bacterias reportadas con mayor frecuencia en la unidad de
intensivo pediatrico de UNICAR”, que a su vez forma parte de la propuesta para la
implementacién de la unidad de vigilancia de bacterias resistentes emergentes en UNICAR —
UVIBACT-. La fase inicial, realizada en este trabajo, consisti6 en seleccionar una prueba
molecular que permitiera la deteccidon de una bacteria en 24 horas, reduciendo también el costo
del analisis que actualmente se hace en casos de que pacientes pediatricos del intensivo de
UNICAR contraigan una infeccién nosocomial. En general, este trabajo es solamente el inicio de

un largo proyecto que busca aliviar un problema real del pais.

Después de considerar diversas técnicas, se selecciond el polimorfismo de cadena sencilla
(SSCP, por sus siglas en inglés), a la cual se le realizaron los primeros analisis para evaluar su
factibilidad como prueba diagndstica; de manera que la siguiente fase consistira en optimizar y

validar su uso en muestras clinicas.

Durante la fase experimental, el mayor obstaculo enfrentado fue la alta contaminacion del area
de trabajo, lo cual dio inicio a varias reformas dentro del laboratorio de Bioquimica vy
Microbiologia de la Universidad del Valle de Guatemala, para asegurar un ambiente apto para
llevar a cabo las pruebas. Por otro lado, este inconveniente hizo reconsiderar la importancia de
construir un laboratorio adecuado en las instalaciones de UNICAR, donde a futuro se realizaran

los analisis a muestras clinicas.

Dada la magnitud del proyecto al que pertenece este trabajo de graduacion, existen
multiples personas involucradas a las que quisiera agradecer por su apoyo. En primer lugar a
mis padres, por su ayuda econdémica para la realizaciéon de la fase experimental, y por supuesto,
por su amor, apoyo y paciencia, durante toda mi carrera universitaria. También quiero agradecer
por los consejos y la paciencia a mi asesora de tesis, Licenciada Elena Dardén y a la Doctora
Dalia Lau. Ademas, a mi directora de departamento, Licenciada Lucia Nitsch, principalmente por

su confianza al incluirme en este proyecto que tanto me ha dejado. A Andrés Grajeda por su

Vi



apoyo en la primera etapa del proyecto; a mis amigos Miguel Morales e Ingrid Schrei por hacer

de la adecuacion del laboratorio, una experiencia mas agradable.

A mis amigos, José David, Erick, David, Diego, Marie, y nuevamente Miguel, por su compafiia
en estos ultimos afios de vida universitaria. A todo el personal del departamento de Bioquimica y

Microbiologia, pero en especial a la Doctora Krisztina Rios por su carifio y apoyo.

También quiero agradecer a cada una de las personas que con una llamada, un mensaje o
con una palabra, me animaron a seguir durante las dificultades que encontré a lo largo de las
multiples propuestas de investigaciones que realicé; por supuesto, mi eterno agradecimiento a
las familias Villatoro Arrecis y Villatoro Alvarez, por su ayuda en los momentos mas criticos de

esta ultima etapa.

Por ultimo, quiero dedicar este triunfo alcanzado a Dios, que de una u otra manera me trajo al
lugar al que pertenezco, con la intercesion de mi Madre Maria; y por supuesto esto es por y para
mi familia Villatoro Camas (los 9).

vii



CONTENIDO

[ = A\ O [ SRR vi
LISTA DE CUADROS . ...ttt e e e et e e e e et et e e e s et bbb e e s s ssbbaaseeesesbananss X
LISTA DE FIGURAS . ...ttt ettt e e ettt e e e e sttt e e e e e e bbb s e s e e s b baa e e essnbanaanss Xi
RESUMEN. ...ttt e e et e e e ettt e e e s e e tab s e e e s e tbaaesesesesaaasessassssaansesssesaananns Xii
I, INTRODUGCCION......coooiiieeieeeeete ettt ettt ettt ettt et ettt e st et et e et e st et e steneste e ereenans 1
| I O] = N | i V4 1 TSR 2
. JUSTIFICACION ettt et e e et et et e et e e et e e e et e et e e e et e eaeeeee e e eeeeeaeeeeeeeeesenaaaeas 3
V. MARCO TEORICO ...ttt ettt ettt ettt ettt sttt et ees et e etenesae e eneeeens 4
A. INFECCIONES NOSOCOMIALES ... .o 4
1. FaCtOres de MESGO0). .uuuiii ittt 4

2. Impacto econdmico y social en Guatemala. ............cccooiiiiiiiiiiiie 5

3.  Infecciones NOSOCOMIAIES COMUNES. ......coouueiiii et e e e e e e en s 5

B. BACTERIAS ASOCIADAS A INFECCIONES NOSOCOMIALES ... 7
C. TECNICAS CONVENCIONALES MICROBIOLOGICAS .......oeoeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 14
D. TECNICAS MOLECULARES PARA LA DETECCION DE MICROORGANISMOS........... 16

I = YT 0] 0] 4 1 4 1= 1= T 16

2. Reaccion en cadena de la poliMerasa. ........ccoueiieaiiiiiiiiiiiiieie e 16

3. Polimorfismo de conformaciéon de cadena sencilla..............cooveeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 18

V. METODOS ..ottt ettt ettt ettt et et et e et et et et eaesae e es e et e st eaestesteteesesssaeteresaaneas 19
A HIPOTESIS ... oo e ettt 19
B. PROCEDIMIENTO ...t 19
VI RESULTADOS ...ttt ettt e et e e e e e ettt e e e e et aba e e eesebbaesesessabansesesssees 23

A. PRUEBAS BIOQUIMICAS Y TINCIONES PARA LA CONFIRMACION DE LAS
BACTERIAS UTILIZADAS ...ttt ettt et e et e e s nbnee e s 23

B. SELECCION DEL METODO ... ettt 23

viii



C. EXTRACCION DE ADN ......oooiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e en e 28

D. DIFERENCIACION DE BACTERIAS POR PCR-SSCP ... et 30
VUL DISCUSION ettt et ettt et e e e et et e e et et e e et e e et eeee e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeaans 40
A. SELECCION DEL METODO ...ttt eeee e 40
B. EXTRACCION DE ADN.....o oottt 41
C. DIFERENCIACION DE BACTERIAS POR PCR-SSCP ...oeeooe oot 42
VL. CONGCLUSIONES ...ttt ettt ettt et e et et e et e e et e et e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeaas 45
IX. RECOMENDACIONES ..ot ettt ettt et e ee et e e e et e et e e et e e et e e e e e et eeeeeeeeeeeeeeeeeens 46
X BIBLIOGRAFIA ..ottt et ettt e e et et e e et e e et e et e e e eeeeeeeeeeeeeeeneeeeaas 47
XEo ANEXOS oottt ettt e et et ettt et et et et et ettt et et et et et e e eeeans 54
A. SECUENCIAS FASTA DEL GEN 16S ARNr DE LAS 10 BACTERIAS UTILIZADAS....... 54
B. ALINEACION DE LAS SECUENCIAS DEL GEN 16S ARNr DE LAS 10 BACTERIAS
UTILIZADAS EN ESTE ESTUDIO ..ot 60
C. ENZIMAS DE RESTRICCION ...t e 69
D. CUANTIFICACION DE ADN ...t et 71
E SO S 10 I [ (oo NPT 72
F. GELES DE AGAROSA CON DIFERENTES CONDICIONES .....cooveoeeeeeeeeeeee e 73

G. ALINEACION DE LAS SECUENCIAS DEL GEN 16S ARNr DE LAS 10 BACTERIAS
UTILIZADAS EN ESTE ESTUDIO AMPLIFICADAS CON LOS INICIADORES
L070] 0 0 I VK O o 11 NPT EPT TP 74

H. ACONDICIONAMIENTO DE INSTALACIONES...... ..o 77



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Sintomas y diagndstico de las infecciones nosocomiales mas comunes. ..................... 6

Cuadro 2. Porcentajes de bacterias asociadas a las infecciones nosocomiales mas comunes,
durante la vigilancia de unidades de cuidado intensivo por parte del Sistema Nacional de

Vigilancia de Infecciones Nosocomiales, 1986-2003 ............ccciiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeee e e 8
Cuadro 3. Bacterias reportadas con mayor frecuencia, asociadas a infecciones mas comunes 13

Cuadro 4. Pruebas microbioldgicas utilizadas para identificar bacterias asociadas a las

infecciones nosocomiales mas comunes, Y sus resultados. ........cccccoveriiiiiiiiiiiiieeeee e, 15

Cuadro 5. Analisis general para la seleccion del método a utilizar para la diferenciacion de
las 10 bacterias reportadas con mayor frecuencia en la unidad de intensivo pediatrico de
LU 10 A PSSP PRP 24

Cuadro 6. Iniciadores considerados para PCR multiple, para el primer grupo de bacterias......... 26

Cuadro 7. Tamafo de fragmentos originados por enzimas de restriccion que digieren dos

sitios, en al menos seis bacterias utilizadas en este estudio. ........ccoeviiiiiiiiiiiiiii 27

Cuadro 8. Informacién de iniciadores para la amplificacion de un segmento del gen

TBSARNEI <.ttt ettt ettt ettt e e b e e e eh bt e e b be e e b bt e e b bt e e b bt e e eh bt e e b eee e eabe e e bt e e e bbeeeaabeesanreeeaareean 30
Cuadro 9. Formacion de estructuras de lazo y su AG para los seis iniciadores ...........ccccceeeueeee. 31

Cuadro 10. Analisis de la formaciéon de homodimeros y heterodimeros para los iniciadores
107010 0 1 B VKO0 1 PP PPOTOPPPOP 31

Cuadro 11. Analisis de la formaciéon de homodimeros y heterodimeros para los iniciadores
] L0V = oy e SRR 31

Cuadro 12. Analisis de la formacion de homodimeros y heterodimeros para los iniciadores P11P
V2t T TP PTUPPPPPN 32



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Proceso general de la reaccion en cadena de la polimerasa.........c.cocccceeevviieeeennnnen.

Figura 2. Esquema general sobre la técnica SSCP .........ccooviiiiiiiiiie e

Figura 3. Alineamiento de secuencias del gen 16S ARNr, para el disefio de iniciadores. Se

muestra parte del alineamiento. ..........oooiiiiiiiiiiiiii e

Figura 4. Extraccion de ADN por método de ebullicion, para las 10 bacterias utilizadas en

(ST (SIS To L0 Lo 1o T ORI

Figura 5. Extraccién de ADN en duplicado por lisis con microondas para las 10 bacterias

ULIIZEdAs €N ©STE ESTUAIO. ..uuiiiiiiiii et e e et e e st e e ra e aaerans

Figura 6. Amplificaciéon para las 10 bacterias con los tres sets de iniciadores a una

concentracion de 1uM y temperatura de anillamiento @ 55°C..........ccciiiiiiiiiiiiiiiiiieece e

Figura 7. Amplificacion para bacterias seleccionadas con concentracion de iniciadores

de 0.5uM, y temperatura de anillamiento @ 55°C. ..........uuiiiiiiiiiiiiiiee e

Figura 8. Amplificacién de blancos con concentracion de iniciadores a 0.5uM, temperatura

de anillamiento a 55°C, con nuevas mezclas de reaccidon comerciales........ccccocouvveeeivniieeennnnnnn.

Figura 9. Amplificacién de blancos con concentracion de iniciadores a 0.5uM, temperatura

de anillamiento a 55°C, preparados en aboratorio ajeno al trabajo con bacterias,

Y SUS FEACHIVOS. .ttt r e e e e e e e e e e e e e e e e et ettt e ettt ettt bt st st e a s e e e eeeeeeaeaeaeaeeeseereneenens

Figura 10. Amplificacion de blancos con nuevas alicuotas de iniciadores a 0.5uM,
temperatura de anillamiento a 55°C, preparados en un laboratorio ajeno al trabajo con

bacterias, y sus reactivos (A) y preparados con mezclas de reacciéon comerciales en el

[aboratorio Original (B) .......eeiiiiiieee e

Xi

...25

...30

.34



RESUMEN

Las infecciones nosocomiales cobran la vida de muchas personas; y ademas, generan gastos
debido a tratamientos y analisis de laboratorios que no se tenian contemplados al ingresar a los
diversos centros de salud. Generalmente, cuando se sospecha de una infeccion nosocomial,
muestras clinicas son enviadas a laboratorios para realizar analisis microbioldgicos; sin embargo,
los analisis han presentado fallas en la exactitud y rapidez de sus resultados. Por esta razén,
este estudio se enfoca en seleccionar y evaluar una técnica molecular rapida y relativamente
econdémica para la diferenciacién de las 10 bacterias reportadas con mayor frecuencia en la
unidad de intensivo pediatrico de UNICAR (Unidad Nacional de Cardiologia). El método escogido
para sus analisis preliminar fue la amplificacion por reaccién en cadena de la polimerasa
asociado al analisis de los polimorfismos de conformacién de cadena sencilla de ADN, PCR-
SSCP, para esto, se evaluaron in silico e in vitro, tres sets de iniciadores (Com1-Com2, ER10-
ER11 y P11P-P13P) que amplifican para diferentes regiones del gen 16S ARNr de las 10
bacterias de interés. El analisis por SSCP demostré ser un método con potencial para diferenciar
al menos 9 de las 10 bacterias, por lo que es factible utilizarlo como prueba diagnéstica en

muestras clinicas, una vez realizada su optimizacion y validacion.
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. INTRODUCCION

En la actualidad existen multiples técnicas que permiten identificar bacterias causantes de
infecciones nosocomiales; sin embargo, son métodos poco accesibles para la poblacién
guatemalteca. Debido a esto, uno de los objetivos de este estudio se enfocd en la busqueda de
metodologias moleculares que permitieran reducir, tanto el costo como el tiempo de ejecucion
para la identificacién de las bacterias involucradas en infecciones nosocomiales de la Unidad
Nacional de Cardiologia, UNICAR. Las técnicas que fueron consideradas para este estudio son
la secuenciacion del gen 16S ARNr, tipificacion multilocus de secuencias, RT-PCR (PCR en
tiempo real), PCR muiltiple, digestion del gen 16S con enzimas de restriccion y polimorfismo de
conformacion de cadena sencilla (PCR-SSCP); tras una serie de analisis bioinformaticos se opt6

por analizar esta ultima técnica en el laboratorio.

La técnica de PCR-SSCP presenta varias ventajas, es simple, econémico y sensible, por lo
que se evalud la factibilidad de utilizarlo para la diferenciacién de las 10 bacterias reportadas con
mayor frecuencia en la unidad de intensivo pediatrico de UNICAR: Acinetobacter baumannii,
Aeromonas hydrophila, Burkholderia cepacia, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y
Stenotrophomonas maltophilia. Después de la seleccién de este método, se evaluaron tres sets
de iniciadores que amplifican diferentes regiones del gen 16S ARNr. Se realizaron analisis por
medio de herramientas bioinformaticas; y a partir de esto se inicié con la optimizacioén in vitro de

la amplificacion por PCR.

La informacion generada a partir de los patrones de migracion electroforética en geles no
desnaturalizantes de poliacrilamida, permitié determinar que si es factible utilizar esta técnica
para diferenciar, al menos, 9 de las 10 bacterias; sin embargo, es necesario optimizar y validar

su uso, antes de ser aplicado para el diagnéstico en muestras clinicas.



Il.  OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Evaluar una prueba molecular para la diferenciaciéon de las 10 bacterias reportadas con

mayor frecuencia en la unidad de intensivo pediatrico de UNICAR.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Seleccionar la prueba molecular que permita la diferenciacién de las 10 bacterias
reportadas con mayor frecuencia en la unidad de intensivo pediatrico de UNICAR.

e Utilizar tres sets de iniciadores para amplificar distintas regiones del gen 16S ARNr, a
partir de ADN gendmico de las 10 bacterias reportadas con mayor frecuencia en la unidad de
intensivo pediatrico de UNICAR.

* Determinar si se logra diferenciar las 10 bacterias reportadas con mayor frecuencia en la
unidad de intensivo pediatrico de UNICAR, con el método y los sets de iniciadores
seleccionados.

* Escoger el set de iniciadores que permita diferenciar las 10 bacterias reportadas con
mayor frecuencia en la unidad de intensivo pediatrico de UNICAR.



I1l. JUSTIFICACION

Las infecciones nosocomiales son un problema a nivel mundial que, ademas de tener un
impacto en el costo econdmico, también son fuente principal del aumento de la mortalidad de
pacientes hospitalizados (Kollef et al. 1997; Yin-Yin et al. 2005). Aunque existen diferentes
factores que afectan la susceptibilidad de contraer una infeccion por bacterias oportunistas (Lima
2004), los mas afectados parecen ser los pacientes pediatricos que se encuentran internados en
unidades de cuidado intensivo, debido, entre otros factores, a la inmadurez de su sistema

inmunitario (Grazioso et al. 2003).

En el afio 2000 se reporté que el costo total en exceso por neumonias nosocomiales
pediatricas para un hospital de la ciudad de Guatemala fue de aproximadamente US$ 93000;
esto solo para una de tantas infecciones posibles (Grazioso et al. 2003). Aunque es evidente la
pérdida econdmica generada a partir de estas infecciones, existen pocos estudios que reporten

medidas tomadas para contrarrestar estos hechos.

Generalmente, cuando se sospecha de una infeccion nosocomial, se envian muestras a un
laboratorio microbiolégico para determinar el patégeno o los patégenos involucrados y si
presentan resistencia a algun antibidtico (Yin-Yin et al. 2005); sin embargo, las técnicas
microbiolégicas convencionales, ademas de ser tardadas y poco sensibles, no dan resultados
completamente confiables (Dunbar et al. 2013); esto ha generado la necesidad de desarrollar
técnicas moleculares que revolucionen esta area al permitir diagndsticos exactos en menos de
36 horas y con mayor informacion del patégeno causante de la infeccion (Dunbar et al. 2003;
Whitby et al. 1998).

Los datos previamente reportados, dejan clara la necesidad de implementar un método de
diagnéstico molecular que permita mejorar el tratamiento y sobrevida del paciente. Por esta
razon, el estudio se enfocara en el disefio experimental de pruebas moleculares que respondan
a las necesidades antes mencionadas. Ademas, se buscara determinar cual metodologia es la
mas apropiada considerando los recursos con los que se cuenta. En esta investigacion, se
evaluaran tres sets de iniciadores que permitan la diferenciacion de bacterias, por el método de
polimorfismo de conformacién de cadena sencilla para una region del gen 16S rRNA. Asi pues,
se espera que a partir de estos resultados, se continde con la estandarizacion y aplicacion de
pruebas moleculares para la deteccidon de bacterias reportadas con mayor frecuencia en la

unidad de intensivo pediatrico de UNICAR.



IV. MARCO TEORICO

A.INFECCIONES NOSOCOMIALES

Se define como infeccion nosocomial a la infeccidn que es desarrollada después de la
hospitalizacién, generalmente después de 48 horas de la estancia, debido a una razoén distinta
por la que el sujeto fue ingresado (OMS 2003). Ademas, no debe sospecharse que la infeccién
haya estado desarrollandose asintomaticamente al momento de hacerse el ingreso (Garner et al.
1988).

Las infecciones nosocomiales son un problema a nivel mundial, a pesar del avance médico;
solo en Estados Unidos se reportan mas de 2 millones de casos anualmente, lo que genera
gastos de hasta $4.5 billones (Emori & Gaynes 1993) y mas de 90000 muertes al afio (Peleg, et
al. 2010). En Guatemala, para el afio 2000, se calculaba que Q2.5 millones eran destinados al
tratamiento de estas enfermedades (Villela 2009), dinero que podria ser destinado a otras areas,

si se implementaran medidas de prevencién o deteccion temprana (Weinstein 1998).

1. Factores de riesgo: Existen muchos factores que estan involucrados en el desarrollo
de infecciones nosocomiales (OMS 2003; Rosenthal et al. 2012); y a pesar de la baja virulencia
de los microorganismos involucrados, estos se aprovechan del comprometido sistema inmune

del paciente internado (Guggenbichler ef al.2011).

El uso de aparatos terapéuticos como catéteres venosos centrales, pulmonares, urinarios,
arteriales, ademas de ventiladores mecanicos y drenajes de heridas son factores clave en el
desarrollo de infecciones por patégenos oportunistas (Kollef et al. 1997; Guggenbichler et al.
2011; Peleg & Hooper 2010). Debe recalcarse que, aunque el equipo médico con el que se
cuenta en paises en vias de desarrollo es mas propenso a contaminarse, esto no elimina el

problema en paises desarrollados (Alp et al. 2011).

El paciente que ha atravesado una cirugia tiene mayor probabilidad de desarrollar
infecciones nosocomiales y con mayor severidad, debido a la facilidad con la que los
microorganismos pueden acceder al cuerpo (Guggenbichler ef al. 2011; Richards et al.1999), y el
uso de aparatos médicos mas invasivos (Yin-Yin et al. 2005). Ademas, las infecciones

nosocomiales estan directamente asociadas con el aumento en la estadia



hospitalaria (Kollef et al. 1997), el tiempo de cateterizacion, y a las diferencias anatdomicas debido
al género (Guggenbichler et al. 2011; Rosenthal ef al. 2012; Yin-Yin et al. 2005).

En general, existen dos formas de transmision de los agentes causantes de infecciones
nosocomiales. El primero es transmisiéon por contacto directo, que se da por la transferencia de
los microorganismos de una persona infectada y el hospedero susceptible; y el segundo, el
contacto indirecto, se refiere, principalmente, a la transferencia por equipo médico contaminado
(Lima 2004), ya que estos aparatos son facilmente colonizados por microorganismos a una

velocidad de hasta 0.5cm/hora (Guggenbichler et al. 2011).

2. Impacto econdémico y social en Guatemala: En la mayoria de paises
latinoamericanos no existen estudios actuales para determinar la incidencia y el impacto que
tienen estas infecciones para la poblacion (Seaman 2011); lo que si se sabe es que las
infecciones nosocomiales prolongan la estadia hospitalaria, lo que se traduce en aumento del
costo de la hospitalizacion, gastos de tratamiento y otros analisis que no se tenian contemplados
(OMS 2003).

Los costos directos que surgen por estas infecciones incluyen la hospitalizacion, servicios
médicos, analisis de laboratorios, medicamentos y otros suministros (Yin-Yin et al. 2005);
ademas, el impacto de las infecciones nosocomiales se manifiesta en disminuciéon de

productividad, y lo mas lamentable, pérdidas humanas (Mejia et al. 2003).

Debido a las condiciones generales de los hospitales de Guatemala, las personas con mayor
riesgo de infeccion nosocomial (pacientes pediatricos, adultos mayores y con patologias que
comprometen su sistema inmune) son atendidos en areas generalas, donde existen multiples
focos de infeccion (Del Cid 1998), y donde, ademas, los costos de algunos insumos deben ser

pagados, al menos parcialmente, por el paciente y/o su familia (Mejia et al. 2003).

3. Infecciones nosocomiales comunes: Existe un gran ndmero de infecciones
nosocomiales, incluso, muchas veces son nombradas segun el sitio o el origen de infeccion (Del
Cid 1998); sin embargo, las mas comunes son las que se describen a continuacién (Gaynes &
Edwards 2005; Richards et al. 1999; Rosenthal et al. 2012), ademas se incluye una breve
descripcién sobre los sintomas y el diagndstico actual que se utiliza para iniciar el tratamiento
(Cuadro 1).



Cuadro 1. Sintomas y diagndstico de las infecciones nosocomiales mas comunes.

Infeccion Sintomas Diagnostico
Fiebre, tos, esputo Hemocultivo positivo, aislamiento por
Neumonia purulento, infiltrado en aspirado transtraqueal, biopsia, valores
radiografia del torax. IgM positivos
Tira reactiva de orina positiva para
Infeccion del  Fiebre, urgencia, frecuencia, esterasa leucocitaria, piuria,

tracto urinario

Infeccion por
herida

quirurgica

Bacteriemia

disuria, dolor suprabubico

Fiebre, secrecion purulenta
alrededor de la herida o del
sitio de insercion del tubo de
drenaje, celulitis difusa de la

herida

Fiebre, escalofrios,

hipotensién

visualizaciéon mediante tincion Gram de

muestra de orina, urocultivo.

Aislamiento de un microorganismo

perteneciente a flora normal.

Microorganismo perteneciente a flora
normal que se aisle de un hemocultivo

en un paciente con via intravascular

(Del Cid 1998; OMS 2003)

a. Neumonia nosocomial: Esta infeccion es responsable de la mayoria de

muertes por infecciones nosocomiales (Peley & Hooper 2010). Se caracteriza por la colonizacién

bacteriana del estdmago, vias respiratorias superiores, bronquios, y la infeccién de los pulmones.

Es causada principalmente por el contacto directo con respiradores (OMS 2003).

b. Infeccioén urinaria nosocomial: Es la infeccion nosocomial mas comdn, aunque

su morbilidad es menor que las otras infecciones; el problema con esta, es que puede ocasionar

bacteriemia, y por ende, la muerte (OMS 2003).

El uso de catéteres, principalmente a partir del segundo dia (Peleg & Hooper 2010), facilita

el acceso de las bacterias hacia la vejiga urinaria, debido a que se elimina el proceso de miccion;

ademas que estos pacientes se encuentran con los mecanismos de defensa alterados (Del cid

1998).



C. Infeccion por herida quirdrgica: La incidencia de estas infecciones varia segun
el tipo de operacion, en la que la herida es infectada durante la propia operacién a través de
ambientes no estériles, o por la misma flora de la piel (OMS 2003).

d. Bacteriemia nosocomial: Son las menos comunes, pero las mas letales, hasta
50%, para algunos microorganismos, principalmente del género Staphylococcus (OMS 2003).
Estas infecciones ocurren en el sitio de entrada a la piel debido a los cuidados precarios con los

dispositivos intravasculares.

B. BACTERIAS ASOCIADAS A INFECCIONES
NOSOCOMIALES

Existen muchos microorganismos que pueden estar involucrados en el desarrollo de
infecciones nosocomiales, de los cuales, no todos son necesariamente organismos patégenos
(OMS 2003), pero que al estar en otros sitios donde no pertenecen a la flora normal, pueden ser
causa de infecciones (Peleg & Hooper 2010). Los organismos que mas provocan preocupacion
en el area médica son las bacterias Gram-negativas, las cuales son responsables de hasta el
70% de infecciones en unidades de cuidado intensivo, debido principalmente, a su eficiente
regulacion de los mecanismos involucrados en la resistencia a antibidticos (Gaynes & Edwards
2005; Mulvey & Simor 2009; Peleg & Hooper 2010).

En el Cuadro 2 puede observarse la incidencia de bacterias asociadas a infecciones
nosocomiales mas comunes; asi como en el Cuadro 3 se observan las infecciones que son
causadas por las 10 bacterias que se utilizaran en este estudio, siendo las 10 reportadas con
mayor frecuencia en la unidad de cuidado intensivo pediatrico de UNICAR.



Cuadro 2. Porcentajes de bacterias asociadas a las infecciones nosocomiales mas
comunes, durante la vigilancia de unidades de cuidado intensivo por parte del Sistema

Nacional de Vigilancia de Infecciones Nosocomiales, 1986-2003.

Porcentaje de aislados, por tipo de infeccién

Infeccién Infeccion por P
e Neumonia eet o ’p. Bacteriemia
acteria urinaria erida quirurgica -
(n=4365) g (n=2351)
(n=4109) (n=2984)
Escherichia coli 5.0 26.0 6.5 3.3
Klebsiella
. 7.2 9.8 3.0 4.2
pneumoniae
Enterobacter spp 10.0 6.9 9.0 4.4
. 2.3
Serratia marcescens 4.7 1.6 2.0
Pseudomonas 34
. 18.1 16.3 9.5 .
aeruginosa
Acinetobacter spp. 6.9 1.6 2.1 24
Otras 14.1 10.7 9.8 38
Staphylococcus —
Py 1.8 4.9 15.9 42.9
coagulasa negativos
Staphylococcus
Py 27.8 36 225 14.3
aureus
Enterococcus 1.3 17.4 13.9 14.5
Otros 3.2 1.2 58 4.5
(Gaynes & Edwards 2005)
1. Acinetobacter baumannii: Esta es una bacteria patdgena oportunista,

asociada a pacientes con hospitalizacion prolongada. Cominmente se encuentre en ambientes
hamedos. En los ultimos afios, esta bacteria ha cobrado importancia clinica debido a sus
multiples resistencias a antibidticos (Dijkshoorn et al. 2007); ademas, en cuanto a su

patogenicidad, esta bacteria coloniza principalmente membranas mucosas, o heridas expuestas.



Puede formar biofilm, incluso en superficies abibticas, por lo que es comun encontrarla en equipo
médico (Howard et al. 2012).

No existen pruebas metabdlicas o microbioldgicas que confirmen esta bacteria, por lo que su
identificacién es especialmente dificil debido a su similitud con otras 3 especies del género
Acinetobacter, por lo que muchas veces solamente se hace referencia al complejo A.
calcoaceticus (Howard et al. 2012); sin embargo, esto se presta a confusion en el area clinica, ya
que A. calcoaceticus es una bacteria del ambiente, sin ninguna relevancia médica (Dijkshoorn et
al. 2007).

2. Aeromonas hydrophila: En general, todas las especies pertenecientes al
género Aeromonas son ubicuas, y son facilmente aisladas de ambientes humedos (Sartor et al.
2002). Esta especie en especifico, es responsable de muchas enfermedades, desde diarreas
hasta fascitis necrosa, meningitis, septicemia, entre otras; ademas de su amplio espectro de

resistencia a antibiéticos (Grim et al. 2013).

Esta bacteria no pertenece a la flora gastrointestinal; sin embargo, si hay reportes de
colonizacion en personas que viven en climas tropicales, que no presentan ningun tipo de
sintoma. Las infecciones nosocomiales causadas por A. hydrophila son poco comunes, ademas,
es frecuente que en estas infecciones estén involucradas otras bacterias oportunistas (Clark &
Chenoweth 2003).

3. Burkholderia cepacia: Esta bacteria se caracteriza por su capacidad de

adaptarse a multiples ambientes, desde células eucariotas, hasta superficies de aparatos
médicos (formacion de biofilm) (Doit et al. 2004; Vial et al. 2011).

Originalmente fue descrita como Pseudomonas cepacia; sin embargo, estudios mas
completos determinaron que esta y otras seis especies del género Pseudomonas pertenecian al
nuevo género Burkholderia (Coenye et al. 2001). De todas las especies que actualmente
pertenecen a este género, existen 17 especies que, debido a su similitud, se han agrupado en el
Complejo Burkholderia cepacia (Vial et al. 2011). Es importante mencionar que esta
nomenclatura dificulta la identificacion del agente causal de la infeccion por técnicas
convencionales microbioldgicas, lo cual aumenta la necesidad de utilizar metodologias

moleculares mas especificas que confirmen la bacteria causante (Coenye et al. 2001).
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AUn no se sabe si es el complejo o la especie Burkholderia cepacia la causa de neumonias y
bacteriemias; y aunque los casos son raros, muchas veces llevan a la muerte principalmente en
pacientes con fibrosis quistica, debido a resistencias contra los antibiéticos mas comunes (Vial et
al. 2011).

4. Enterobacter cloacae: Esta es una bacteria poco estudiada, vy
probablemente, la menos importante en cuanto a infecciones nosocomiales (Harbarth et al.
1999). Esto puede deberse, principalmente, a que suele colonizar a victimas de quemaduras y
pacientes inmunocomprometidos, nichos también preferidos por otras bacterias con factores de
virulencia mas eficientes (Musil et al. 2010).

Es poco comun que sea la causa principal de infecciones nosocomiales; a pesar de esto, E.
cloacae esta relacionada con neumonias e infecciones urinarias, y a resistencia a multiples
antibidticos (Harbarth et al. 1999).

5. Escherichia coli: De todas las bacterias, esta parece ser la mas estudiada en
el area de microbiologia (Toval et al. 2014). Pertenece a las bacterias comensales encontradas
en la flora normal, y aunque evita la colonizacion de otros organismos patégenos, también es
causa de infecciones si el paciente esta comprometido, como es el caso de las infecciones
urinarias debido a catéteres intravasculares (OMS 2003). Ademas, ha sido asociada con

diferentes infecciones intestinales y extraintestinales en humanos y animales (Toval et al. 2014).

Debido a la diversidad de fenotipos que presenta, E. coli se ha convertido en una bacteria de
interés clinico, principalmente porque muchas cepas presentan multiples resistencias a
antibidticos (Kraker et al. 2011), lo cual aumenta su morbilidad cuando esta involucrada en

infecciones nosocomiales.

6. Klebsiella pneumoniae: Es una bacteria patdgena oportunista, causante de
muchas infecciones nosocomiales, principalmente por la formacion de biofilm en ventiladores
artificiales (Murphy & Clegg 2012). Aunque es una bacteria ubicua y puede permanecer largos
periodos en superficies inanimadas, es mayormente encontrada en humanos (Podschun &
Ulimann 1998).
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Por mucho tiempo se creyé que esta bacteria era la Unica responsable de neumonias
nosocomiales, hoy en dia, se sabe que son muchos los microorganismos Gram-negativos los
que pueden ser causa de estas infecciones (Gaynes & Edwards 2005). Algunos estudios indican
que esta bacteria es la causa del 8% de las infecciones nosocomiales y, cuando es la causa

principal de bacteriemia, su morbilidad es de hasta el 50% (Podschun & Ullmann 1998).

7. Pseudomonas aeruginosa: Esta bacteria patégena oportunista es
responsable hasta del 20% de los casos de neumonia nosocomial, y su mortalidad es hasta del
70% (Obritsch et al. 2005), debido, no solo a los multiples mecanismos con los que cuenta para
evadir el sistema inmune, sino también, a los limitados antibiéticos que pueden utilizarse para su
tratamiento (Kharazmi 1991; Obritsch et al. 2005).

Se calcula que las infecciones nosocomiales causadas por esta bacteria, afectan a mas de 2
millones de pacientes y causan alrededor de 9mil muertes anualmente; y se deben
principalmente a pacientes con heridas crénicas, aparatos implantados, catéteres, intubacion,
principalmente del tracto urinario y pulmonar (Breidenstein et al. 2011; Lu et al. 2014). Una vez

establecida en el paciente, P. aeruginosa es especialmente dificil de tratar (Poole 2001).

8. Staphylococcus aureus: Esta bacteria Gram-positiva, puede colonizar
ciertas partes del cuerpo como parte de la flora normal (Gorwitz et al. 2008); sin embargo, es
responsable de muchas infecciones nosocomiales, principalmente de las infecciones por heridas
quirargicas (Valaperta et al. 2010). Ademas, existe una cepa de especial importancia clinica, S.
aureus resistente a la meticilina, ya que es causa de mas muertes en pacientes infectados

debido a los limitados tratamientos con los que se cuenta (Klein et al. 2007; Kraker et al. 2011).

La infeccidn por S. aureus inicia basicamente por una herida en la piel o tejido. Esta bacteria
cuenta con multiples estrategias para evadir el sistema inmune del hospedero, puede alojarse
dentro de células eucariotas, principalmente las células del sistema inmune, donde cuenta con

diferentes factores que evitan su eliminacién (Kubica et al. 2008)

9. Staphylococcus epidermidis: Esta bacteria es de las mas abundantes
colonizadoras de la piel, por lo que era poco comun asociarla a alguna infeccién (Otto 2012); es

mas, su relacion benéfica con los humanos se debe a que evita la colonizacion de otras
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bacterias potencialmente mas dafiinas (Gomes ef al. 2014). Sin embargo, recientemente se ha
identificado como una bacteria patdgena oportunista, causante de infecciones nosocomiales

relacionadas al uso de aparatos intravasculares (Ziebuhr et al. 2006).

Se le conoce por desarrollar estrategias que le permitieron ocupar ambientes hospitalarios,
tal vez esta sea la razén por la que aun no produce factores de virulencia tan agresivos como el
resto de bacterias oportunistas (Schoenfelder et al. 2010); por esta misma razoén, deben utilizarse
antibioticos adecuados para su tratamiento, y asi evitar la seleccion de cepas resistentes
(Gomes et al. 2014)

10. Stenotrophomonas maltophilia: Después de una larga confusién
taxonémica, esta bacteria fue reclasificada, y ahora es la unica perteneciente al género
Stenotrophomonas (Senol 2004). Se encuentra principalmente en ambientes humedos, y se ha
aislado de numerosas fuentes nosocomiales debido a su capacidad de formar biofilm en
aparatos médicos, lo cual parece indicar la fuente de infeccidon en los pacientes (Denton & Kerr
1998).

Generalmente esta bacteria estd asociada a infecciones pulmonares, y aunque no es un
patégeno altamente virulento, su mortalidad es de hasta 69% en pacientes que presentan
bacteriemia (Samonis et al. 2012); y la incidencia de esta bacteria estd aumentando
considerablemente, principalmente en pacientes inmunocomprometidos (Brooke 2012). Ademas,
su amplia resistencia a antibiéticos, hace de esta bacteria una emergente preocupacion en el

area médica y las infecciones nosocomiales (Denton & Kerr 1998).
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Cuadro 3. Bacterias reportadas con mayor frecuencia, asociadas a infecciones mas comunes

Infecciones nosocomiales

Bacteria

Infeccién por o
) L Bacteriemia
herida quirurgica

Acinetobacter baumannii
Aeromonas hydrophila
Burkholderia cepacia
Enterobacter cloacae
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas

aeruginosa
Staphylococcus aureus

Staphylococcus

epidermidis

Stenotrophomonas

maltophilia

El signo “x” indica a la bacteria como agente causal de la infeccion.

(Kubica et al. 2008)
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C.TECNICAS CONVENCIONALES MICROBIOLOGICAS

Generalmente, las infecciones nosocomiales son diagnosticadas unicamente por la
aparicion de sintomas especificos, apoyados por cultivos microbiolégicos (Yin-Yin et al. 2005).
Segun la CDC, para diagnosticar una infeccion nosocomial debe existir evidencia de laboratorio,
ya sea por el resultado de cultivos, pruebas de detecciéon por antigeno — anticuerpo, y/o
visualizacion microscopica; y debe estar respaldada por otros estudios diagnésticos como rayos
X, ultrasonidos, tomografias, resonancias magnéticas, entre otros (Garner ef al. 1998).

1. Cultivo en placa: Se refiere al uso de placas de Petri con medios especificos que
permiten la identificacion de bacterias. Generalmente, la composiciéon de los medios, inhibe el
crecimiento de bacterias no importantes clinicamente, para permitir el crecimiento de bacterias
especificas; debido a que el laboratorista tiene solamente una cierta idea del patégeno que
puede estar involucrado, es necesario recurrir a la siembra en diferentes medios. Ademas, es

necesario realizar otras pruebas que confirmen los primeros hallazgos.

2. Pruebas bioquimicas: Estos estudios se realizan para confirmar otros estudios
microbiolégicos. Muchas de estas pruebas se basan en el metabolismo de las bacterias, es
decir, por su capacidad de utilizar los diferentes compuestos de los que estan elaborados los
medios de cultivo, y que ademas, contienen indicadores que permiten observar las diferencias de
acuerdo a la actividad de las bacterias. La mayoria de estas pruebas estan listadas en el Cuadro
4, donde ademas, se incluyen los resultados de las 10 bacterias que seran utilizadas en este
estudio (Forbes 2009).

3. Tincion de Gram: Esta tincién se utiliza como técnica para separar la mayoria de
especies bacterianas en dos grandes grupos, Gram-positivas y Gram-negativas, dependiendo de
su capacidad de retener el colorante cristal violeta, debido a la composiciéon de las paredes
celulares. Las bacterias Gram-positivas, poseen una capa gruesa de peptidoglicanos, lo contrario

con las bacterias Gram-positivas (Forbes 2009).



Cuadro 4. Pruebas microbioldgicas utilizadas para identificar bacterias asociadas a las infecciones nosocomiales mas comunes, y sus

resultados.
Bacteria LIA TSI Motilidad  Fermentacion  eaccion Reaccion Indol  Citrato
catalasa oxidasa
Acinetobacter baumannii + - - - + - - +
Aeromonas hydrophila + + + + + + + +
Burkholderia cepacia - - + - + + - +
Enterobacter cloacae + + + + + - - +
Escherichia coli + + + + + - + -
Klebsiella pneumonia + + - + + - - +
Pseudomonas aeruginosa - - + - + - - +
Staphylococcus aureus - + - + + - - -
Staphylococcus epidermidis + + - + + + - -
Stenotrophomonas
+ - + - + - - +
maltophilia

Los signos + y — indican reacciones positivas y negativas, respectivamente.

(Forbes 2009)

ST
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D. TECNICAS MOLECULARES PARA LA DETECCION DE
MICROORGANISMOS

1. Bioinformatica: se refiere al analisis de datos bioldgicos por medio de programas de
computacion. En la actualidad, existen un sinfin de aplicaciones, que permiten visualizar y
comprender comportamientos o patrones en acidos nucleicos y/o proteinas de diferentes

organismos; asi como relaciones evolutivas y divergencias (Madden 2002).

2. Reaccién en cadena de la polimerasa: Por sus siglas en inglés, PCR
(Polymerase Chain Reaction), es un método que revolucion6 al area de biologia molecular al
permitir sintetizar millones de copias de una secuencia especifica de ADN, en aproximadamente
dos horas. Los principales componentes de un PCR son el templado de ADN, que contiene la
secuencia que se quiere amplificar; la ADN polimerasa, que es una enzima capaz de sintetizar
nuevas hebras de ADN y que soporta las temperaturas a las que se lleva a cabo este método,
generalmente se utiliza Taqg ADN polimerasa (del organismo Thermis aquaticus); también es
utilizar cebadores, que son pequefios fragmentos de ADN complementarios a secuencias cortas
de la hebra de interés. También son necesarios los nucleétidos que se utilizaran para sintetizar la
secuencia; y por ultimo un buffer que sea capaz de mantener las condiciones ideales para llevar
a cabo la PCR (NCBI 2014).

En general, una PCR se lleva a cabo en tres pasos principales: la desnaturalizacion del
templado de ADN, alineamiento de los iniciadores y la elongacion, o sintesis de las nuevas

hebras (Figura 1).

a. Gen 16S ARNr: este gen es uno de los mas utilizados para estudiar la
evolucion y ecologia bacteriana (Pei et al. 2010). A pesar de ser un gen sumamente conservado,
contiene regiones variables que muestran considerables diferencias para la clasificacion de

especies (Elgaml et al. 2013).

Estas caracteristicas, ademas de su relativo pequefio tamafo (alrededor de 1500pb) hacen
de este gen, un buen blanco para su uso en la deteccién de bacterias especificas por medio de
metodologias moleculares, como el caso de la reaccion en cadena de la polimerasa; y mas
especificamente en la identificacion de los organismos causantes de infecciones nosocomiales,
entre otros (Clifford et al. 2012).
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Figura 1. Proceso general de la reaccion en cadena de la polimerasa.

Targetsequence DNA —_—
e e, t0p strand
bll LI L L L] 1. Separacion de las hebras de ADN.
strand *94'96’(:
Se repite alrededor de 35
. veces, lo cual permitira la
Ieverse prmer ope .y .
— Al iento de iniciad amplificacion exponencial
&n,mqpmm . Alineamiento de iniciadores del fragmento de interés.
%
L o
DNA polymerase 1% cycle 3. Elongacion
=i > _
(NCBI 2014)

b. Electroforesis en gel de agarosa: Es una técnica ampliamente utilizada para

separar moléculas de ADN (o ARN) de acuerdo a su tamafio. El gel se prepara a partir de

agarosa, un polisacarido extraido de algas, que brinda resistencia al movimiento de los

fragmentos de ADN. Una vez agregados los acidos nucleicos en el gel, se aplica una corriente

eléctrica que le permite migrar hacia el extremo positivo; entonces, los fragmentos mas grandes

tendran mayor dificultad para migrar, por lo que sera menor su desplazamiento. Al agregar

ciertos colorantes, estos fragmentos podran visualizarse para que su analisis sea mejor

(Stellwagen 2009).

Esta técnica permite visualizar y analizar la eficiencia de extracciones y amplificaciones de

ADN, entre otras.
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3. Polimorfismo de conformacion de cadena sencilla: Esta técnica se basa en
las diferencias de la conformacion de una sola hebra de un fragmento de ADN, por lo que dos
secuencias basicamente idénticas pueden ser diferenciadas, debido a una sola base diferente
(Humphries et al. 1997).

SSCP, por sus siglas en inglés (Single Strand Conformation Polymorphism) no solo permite
identificar mutaciones en el genoma; también ha sido estudiada para la identificacion de
bacterias (Widjojoatmodjo et al. 1994). En general, se realiza una amplificaciéon de una regién
altamente conservada (de alli la adaptacion a PCR-SSCP), se desnaturalizan las hebras y en
condiciones especificas, se permite su conformacion. Estas pueden ser reveladas a
continuacion, en un gel de poliacrilamida (Figura 2), donde se observaran distintos patrones de

banda, a pesar de ser fragmentos del mismo tamafo.

Figura 2. Esquema general sobre la técnica SSCP.

Hebra de ADN 1,

Hebra de ADN 1 con una mutacion.
L Desnaturalizacién de L
hebras -

_,.-—-"'/ \

Conformauon de hebra

A5 ey,

Electroforesis en gel de
poliacrilamida, en
condiciones no
desnaturalizantes

(Gasser et al. 2007)



V. METODOS

A.HIPOTESIS

1. Hipotesis de trabajo: un set de iniciadores brinda un patrén de bandas
especifico que permite la identificacion de al menos una bacteria.
2. Hipodtesis nula: ningun set de iniciadores brinda un patrén de bandas que

permite la identificacion de al menos una bacteria.

B. PROCEDIMIENTO

1. Bacterias: se utilizaron diez bacterias, las cuales pertenecen al grupo
reportado con mayor frecuencia en la unidad de intensivo pediatrico de UNICAR:
Acinetobacter baumannii, Aeromonas hydrophila, Burkholderia cepacia, Enterobacter
cloacae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Stenotrophomonas maltophilia, las
cuales se obtuvieron a partir del cepario del Departamento de Bioquimica y Microbiologia de
la Universidad del Valle de Guatemala.

2. Crecimiento bacteriano: a partir del cepario, se aislé cada bacteria en una
placa de agar infusion cerebro-corazén, con la cual se obtuvieron colonias tanto para las
pruebas confirmatorias como para el crecimiento en medio liquido.

a. Pruebas confirmatorias: se realizaron tinciones Gram y pruebas
bioquimicas (LIA, TSI, urea, indol, citrato) para cada una de las bacterias.

b. Crecimiento en medio liquido: se utilizd caldo infusién cerebro-
corazoén. Se cultivd una colonia y se dejé incubando por al menos 12 horas a 37°C con
agitacion a 230rpm.

3. Seleccion del método a utilizar para la diferenciacién de las 10

bacterias: Se hizo una revision literaria para determinar el método mas factible que
permite diferenciar las bacterias, tomando en cuenta el tiempo, costos y los recursos con los
que se cuentan en el laboratorio de Bioquimica y Microbiologia de la Universidad del Valle
de Guatemala. De acuerdo a esta revisién, se analiz6 por medio de programas

bioinformaticos (Clustal Omega, herramienta BLAST de

19
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nucledtidos de ncbi, Oligo Analyzer de Integrated DNA Technologies, NEBcutter V2.0 de
New England BiolLabs), la posibilidad de utilizar el método en este estudio. Ademas, se
analizé6 el costo aproximado del analisis clinico que se realizaria con el método

seleccionado en este estudio.

4. Extraccion de ADN: se evaluaron dos diferentes métodos para la extraccion

de ADN de cada una de las diez bacterias.

a. Método por ebullicion: se utilizé el protocolo de Queipo-Ortuiio et al.
(2008); brevemente: a partir del cultivo en medio liquido, se tomé6 1.0mL y se centrifugé a
15,000 X g por 15 minutos. El sedimento de ADn se resuspendi6 en agua grado molecular y
se centrifugd nuevamente por 10 minutos. El sedimento se resuspendié en 50uL de agua
grado molecular y se sometié a un bafio de agua en ebullicién por 10 minutos, se enfrié en

hielo y se centrifugd por 10 segundos antes de ser almacenado a -20°C.

b. Método por lisis con microondas: se utilizé como guia el protocolo de
Ahmed et al. (2014); brevemente: a partir del cultivo en medio liquido, se tomé 1.0mL y se
centrifugé a 15 000 X g por 10 minutos, el sedimento de ADN se lavé con 500uL de buffer
TE 1X y se resuspendié en 100uL del mismo buffer. Se adicioné 50uL de SDS 10% y se
incubdé a 65°C por 30 minutos. Se centrifugd nuevamente y el sedimento se sometié a 1
minuto de calentamiento en un horno microondas, marca LG. El sedimento se resuspendié
en 200uL de buffer TE 1X.

El ADN extraido se cuantificé por espectrofotometria UV-Vis, mediante la medicion de la
absorbancia a las longitudes de onda de 260, 280 y 320nm.También se analizé la integridad
mediante electroforesis en geles de agarosa: se prepararon a una concentracion del 1% con
buffer TBE 1X. Se utilizaron 3uL de GelRed 100X en cada muestra para el revelado,
ademas de 3uL de buffer de carga y 5uL de muestra. Se cargaron 10uL en cada pozo; se
utilizé 5uL de la escalera DNA Mass Ladder de New England Biolabs, mas 3uL de GelRed
100X. El gel se corrié a 90V por 30 min, y se reveld en un transiluminador marca UVP. Se
tomé registro fotografico de cada gel, independiente de su resultado, a partir del

fotodocumentador Photo-doc It, marca UVP.



21

5. Diferenciacion de bacterias por PCR-SSCP

a. Seleccion de iniciadores: se utilizaron dos sets descritos en
Widjojoatmodjo et al. (1994), el primero: P13P (5-AGG CCC GGG AAC GTA TTC AC), y
P11P (5-GAG GAA GGT GGG GAT GAC GT), y el segundo: ER10 (5-GGC GGA CGG
GTG AGT AA), y ER11 (5'-ACT GCT GCC TCC CGT AG); ademas, se utilizé el set descrito
en Shwieger & Tebbe (1998): Com1 (5’-CAG CAG CCG CGG TAA TAC), Y Com2 (5-CCG
TCA ATT CCT TTG AGT TT). Los tres sets fueron sintetizados en Macrogen.

1)  Andlisis bioinformatico: se realizé una alineacién para cada
iniciador con la secuencia fasta del gen 16S rRNA (Anexos) para cada una de las bacterias
en el programa BLAST de nucledtidos (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). También se
utilizé el programa  Oligo  Analyzer de Integrated DNA  Technologies
(https://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/), para evaluar el porcentaje
CG, la temperatura de anillamiento, formacién de hairpins, self-dimers, heterodimers. Se

llevé a cabo un PCR in silico a través del programa FastPCR 6.5

b. Condiciones de la amplificacion: se utilizé un volumen final de 25uL, a
partir de Green GoTaq Reaction Buffer 1X, MgCl, 1.5mM, dNTP’s 0.2mM, cada uno de los
iniciadores a 1uM y 1U de Taq Polymerase. Después de asegurar la correcta amplificacion
a partir de los iniciadores, se evalud el uso de dos mezclas de reaccion, el primero, Master
mix PCR (2x) de BIO RAD; y el segundo, GoTaq® Hot Start Green Master mix 2X de
PROMEGA. El volumen final de cada amplificacion fue de 25uL. La concentracién de cada
primer estuvo sujeta a optimizacién, asi como la temperatura de anillamiento y la
concentracién de ADN. El programa inicial de termociclador fue de 3min a 94°C, 30 ciclos
de 1min a 94°C, 30 segundos a 55°C y 1 min a 72°C; la extension final fue de 10 min a
72°C. Se almaceno a 4°C hasta su uso.

c. Electroforesis SSCP: se agregaron 2uL del producto de amplificacion a
3uL de buffer de carga y se calentdé por 5 minutos a 95°C para desnaturalizar el ADN,
seguidamente se colocé en hielo por 10 minutos. La concentracion del gel fue de 20% de
poliacrilamida (TBE 5X, APS 25%, glicerol 10% y TEMED). La electroforesis inicial se
realizé a temperatura ambiente en un aparato Mini-PROTEAN® 3System a 150Amp por 2

horas; sin embargo estas condiciones estan sujetas a optimizacion.
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d. Deteccién de los patrones SSCP: tras la electroforesis, el gel se fijo
en acido acético al 10% por 20 minutos a temperatura ambiente y agitacion constante.
Seguidamente, se lavd con agua deionizada tres veces, por dos minutos cada una. La tincién se
realizé con nitrato de plata al 0.1% y 0.056% formaldehido por 30 minutos. Se lavé nuevamente
por 20 seg. con agua deionizada, después se revel6 con carbonato de sodio, formaldehido y
tiosulfato de sodio hasta que se observaron bandas definidas. Esta reaccién fue detenida

nuevamente con acido acético al 10%.

Figura 3. Esquema de la metodologia realizada en esta investigacion.
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VI. RESULTADOS

A. PRUEBAS BIOQUIMICAS Y TINCIONES PARA LA
CONFIRMACION DE LAS BACTERIAS UTILIZADAS

Las 10 tinciones realizadas, asi como la serie de pruebas bioquimicas, para colonias,
coincidieron con lo previsto por la literatura. Estas pruebas también fueron hechas a partir del
crecimiento en medio liquido (una vez vueltas a sembrar en placas de agar infusion cerebro-
corazon), y los resultados fueron igualmente satisfactorios (debido a la naturaleza de los

resultados, no son presentados en este reporte).

B. SELECCION DEL METODO

Los métodos considerados fueron los siguientes: secuenciacion del gen 16S ARNTr,
tipificacion multilocus de secuencias, RT-PCR (PCR en tiempo real), PCR multiple, digestién del
gen 16S con enzimas de restriccién, polimorfismo de conformacion de cadena sencilla, y
variaciones de los mismos. Estos métodos fueron analizados bajo los siguientes parametros:
costos, tiempo de ejecucion y disponibilidad en el laboratorio. Se realizé6 un aproximado para

cada parametro, y de acuerdo a esto se descartaron varios métodos (Cuadro 5).

Los métodos PCR multiple, digestion con enzimas de restricciéon y polimorfismo de
conformaciéon de cadena sencilla fueron analizados con herramientas de bioinformatica, donde

se evaluo la especificidad para la identificacion de las 10 bacterias incluidas en este estudio.

El disefio de iniciadores que originaran fragmentos de tamafios especificos para cada
bacteria también fue considerado en este estudio; por conveniencia, se tomé como base la
secuencia del gen 16S ARNr (Anexo 1). La alta similitud en la secuencia de las bacterias (Figura
4), impidié que pudieran disefarse iniciadores que amplificaran secuencias lo suficientemente

diferentes para su identificacion.
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Cuadro 5. Analisis general para la seleccion del método a utilizar para la diferenciacion de las 10

bacterias reportadas con mayor frecuencia en la unidad de intensivo pediatrico de UNICAR.

Parametros evaluados

Disponibilidad en el

Método Costos Tiempo de ejecucion .
laboratorio
Secuenciacion del gen 16S
+ - -
ARNr
Tipificacion multilocus de
secuencias
RT-PCR - + -
PCR multiple + + +
Digestion del gen 16S ARNr
+ + +
con enzimas de restriccion
Polimorfismo de
conformacion de cadena + + +

sencilla

«

Los signos “+‘y

indican que la metodologia es o no apropiada, respectivamente, para realizar la

diferenciacion, tomando en consideracion los recursos con los que se cuenta para este estudio.



Figura 4. Alineamiento de secuencias del gen 16S ARNr, para el disefio de iniciadores. Se
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muestra parte del alineamiento.

GCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTICC
GCARCGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGARCTGAGACACGETICC
GCGACGATCCCTAGCTIGGTICTIGAGAGGATGATCAGCCACACTGGARCTGAGACACGGTICC
GCGACGATCCCTAGCTGGTCTIGAGAGGATGACCAGCCACACTGGARCTGAGACACGGTICC
GCGACGATCCCTAGCTGGTICTIGAGAGGATGACCAGCCACACTGGARCTGAGACACGGTICC
GCGACGATCCCTAGCTGGTICTIGAGAGGATGACCAGCCACACTGGARCTGAGACACGGTICC
GCGACGATCTGTAGCGGGICTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC
GCGACGATCCGTAACTGGICTIG-GAGGATGATCAGTCACACTGGARCTGAGACACGGTICC
GCGACGATCCGTAACTGGTICTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGARCTGAGACACGGTICC
GCGACGATCAGTAGCTGGICTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC
GCGACGATCCGTAGCTGGICTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTICC

*k kkkkk *hk ok ok kkk kkkk | Kk ok ok KhkkkkkRk Kkkkkkkkkkkk k¥

AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCARTGGGCGRARGCCTGACGGAGC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCARTGGGCGRARGCCTGACGGAGC
AGACTCNTACGGGAGGCAGCAGTGGGGRATATTGCACARTGGGGGARACCCTGATGCAGC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGRATATTGCACARTGGGCGCAAGCCTGATGCAGC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGRATATTGCACARTGGGCGCAAGCCTGATGCAGC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGRATATTGCACARTGGGCGCAAGCCTGATGCAGC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGRAATATTGGACARTGGGGGGAACCCTGATCCAGC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACARTGGGCGARAGCCTGATCCAGC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACARTGGGCGRARGCTTGATCCAGC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGRATTTTGGACARATGGGCGRRAGCCTGATCCAGC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGRATATTGGACARATGGGCGCAAGCCTGATCCAGC

KEHEIH KIXKRIIRIH I I RIY Kk Rk ¥ k¥ JREEIRRE k Rk k kk%k * ko
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Los nucledtidos idénticos o altamente similares estdn marcados con asteriscos y puntos. El alineamiento

completo se muestra en Anexo 2.

El analisis de PCR muiltiple inicié con la seleccion de iniciadores reportados en la literatura;

debido a las condiciones del método, se optd por dividir las bacterias en dos grupos; de manera
que primero se analizaron las condiciones de la posible amplificacidon para: Burkholderia cepacia,
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa. En el
Cuadro 6 se presentan los sets de iniciadores que comparten similares condiciones de
amplificacion, i. e temperatura de anillamiento. El analisis de este método continu6é con la
alineacién de cada primer con las demas bacterias, i.e el set de iniciadores descrito para
Burkholderia cepacia se aline6 con las cuatro bacterias restantes de su grupo, con lo que se
pudo determinar que los iniciadores no eran especificos para esa bacteria. Dados los resultados

para el primer grupo, se decidié desechar este método para la diferenciacion de las 10 bacterias.
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Cuadro 6. Iniciadores considerados para PCR multiple, para el primer grupo de bacterias

Secuencia del iniciador

Tamarno del
Bacteria Ta . Fuente
(5 -3) amplicon
Burkholderia AGGACCCGGCGGCGAT Papaleo et al
, 67°C 442pb
cepacia TGCAGCATCCCGTCGCG 2010
Hoffmann &
Entorobacter  GGTAGAAGAAGGCGTGGTTGC
50°C 341pb Roggenkamp
cloacae ATGCATTCGGTGGTGATCATCAG 2003
Escherichia GCGACGATAACACTAACTTCA Barak of af
. 55°C 302pb
colf ACGACACTGCCTTTACCATTC 2005
Klebsiella ACGGCCGAATATGACGAATTC Clifford et al
_ 56°C 68pb
pneumoniae AGAGTGATCTFCTCATGAA 2012
Psoudomonas GACAACGCCCTCAGCATCACCAGC Khan &
, 73°C 395pb -
aeruginosa  GCTGGCCCATTCGCTCCAGCGCT Cerniglia 1994

El analisis para la digestion con enzimas de restriccion se inicié con las enzimas capaces de

digerir el gen 16S ARNr de las 10 bacterias en dos sitios diferentes; sin embargo, ninguna

cumplié este requisito. Se opté por analizar los fragmentos generados por las enzimas que

digirieran al menos a seis bacterias (Cuadro 7). Debido a razones que se detallan mas adelante,

este método fue descartado. La doble digestion no fue considerada.



Cuadro 7. Fragmentos originados por enzimas de restriccion que digieren dos sitios, en al menos seis bacterias utilizadas en este estudio.

Enzimas de restriccion

Bacteria BspEl Eael EcoP15I (pb) Nspl (pb) Stul (pb) Xmnl (pb)

Acinetobacter baumannii NAA. | *Met | 368 | 168 | 991 | 49 ‘ 890 ‘ 568 | 252 | 151 | 1124 N.A.
Aeromonas hydrophila *Met | *Met | 383 | 167 | 941 N.A. 45 373 | 1073 | 418 ‘ 961 ‘ 112

Burkholderia cepacia *Met N.A N.A N.A 335 151 1124 N.A
Enterobacter cloacae *Met | *Met | 372 | 167 | 965 50 890 564 39 368 | 1097 | 407 | 959 | 138
Escherichia coli *Met *Met 380 167 992 56 893 590 45 370 1124 415 960 164
Klebsiella pneumoniae *Met N.AA. | 346 | 167 | 892 23 892 490 12 369 | 1024 | 381 960 | 64
Pseudomonas aeruginosa *Met *Met | 363 167 992 N.A. 34 214 1274 | 398 960 164
Staphylococcus aureus N.A. N.A. 373 167 958 N.A. N.A. 408 962 128

Staphylococcus epidermidis N.A. N.A. N.A. 113 774 411 N.A. N.A.
Stenotrophomonas maltophilia | *Met | *Met | 370 | 167 | 988 | 35 | 942 | 538 | 24 ‘ 371 ‘ 1120 | 395 | 963 | 157

*Met: la enzima es sensible a metilaciones, no puede utilizarse para este estudio

N.A.: No aplica.

LT
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Por ultimo, se analizé modificar la técnica de SSCP para diferenciar las 10 bacterias. Existe
evidencia de su uso para la identificaciéon de bacterias, ademas, es un método simple,
relativamente econémico y rapido. Por estas razones, se seleccion6 esta técnica para evaluarla
in silico (ver inciso C de esta seccion) y en el laboratorio, y verificar su factibilidad para el

propésito de este estudio.

Cuadro 8. Costo aproximado por analisis: una muestra y 10 bacterias como control positivo.

Calculo aproximado Quetzales (Q)
Plasticos 50.00
Extraccion ADN 20.00
Amplificacién PCR 100.00
Electroforesis agarosa 50.00
Electroforesis poliacrilamida 100.00
TOTAL Q 320.00

C. EXTRACCION DE ADN

1. Extraccion por método de ebullicion: la simpleza de este método se pone en
evidencia en la Figura 5, donde se observa un barrido para la extraccion de las 10 bacterias,
independientemente de ser Gram-positivas o negativas. A partir de esta extraccién, se realizaron
las pruebas preliminares para determinar la factibilidad de los iniciadores elegidos para la

amplificacion a partir de la reaccidn en cadena de la polimerasa.
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Figura 5. Extraccion de ADN por método de ebullicién, para las 10 bacterias utilizadas
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Gel de agarosa al 1% con buffer TBE 1X. Se utilizaron 3uL de GelRed 100X en cada muestra
para el revelado, 3uL de buffer de carga y 5uL de muestra. Se cargaron 10uL en cada pozo.
MM: marcador de masa molecular, se utiliz6 5uL de DNA Mass Ladder de New England

Biolabs, mas 3uL de GelRed 100X. El gel se corrié a 90V por 30 min

2. Extraccion por lisis con microondas: los extractos en duplicado se
muestran en la Figura 6, donde se observa inconsistencia para una misma bacteria. Ademas,
este método parece no ser apto para bacterias Gram-positivas (Figura 6, gel B, carriles 8-9). La

metodologia original propone hacer una purificacion, lo cual se omiti6é en este estudio.
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Figura 6. Extraccién de ADN en duplicado por lisis con microondas para las 10

bacterias utilizadas en este estudio.
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Geles de agarosa al 1% con buffer TBE 1X. Se utilizaron 3uL de GelRed 100X en cada
muestra para el revelado, 3uL de buffer de carga y 5uL de muestra. Se cargaron 10uL en
cada pozo. MM: marcador de masa molecular, se utilizé 5uL de DNA Mass Ladder de New

England Biolabs, mas 3uL de GelRed 100X. Los geles se corrieron a 90V por 30 min

D. DIFERENCIACION DE BACTERIAS POR PCR-SSCP

El andlisis de los polimorfismos conformacionales de una hebra de un producto de
amplificacion inicié con la busqueda de iniciadores que produjeran fragmentos menores a 500pb
para las 10 bacterias (Cuadro 9). Ademas, se evaluaron las caracteristicas generales de los
iniciadores: la formacién de estructuras de lazo (Cuadro 10) y la formacién de dimeros con él

mismo y con el otro iniciador (Cuadros 11, 12 y 13).

Cuadro 9. Informacién de iniciadores para la amplificacién de un segmento del gen 16S ARNr

Iniciador  Direccién Secuencia Amplicon* Tm Contenido
(5°-3) GC %
Com1 F CAGCAGCCGCGGTAATAC 407 58.4 61.1
Com2 R CCGTCAATTCCTTTGAGTT 54.3 50.0
ER10 F GGCGGACGGGTGAGTAA 57.2 64.7
ER11 R ACTGCTGCCTCCCGTAG 295 57.2 64.7
P11P F GAGGAAGGTGGGGATACGT 62.5 60.0
P13P R AGGCCCGGGAACGTATTCAC 210 62.5 60.0

*Aproximado utilizando como base la amplificacion de E. coli.
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Cuadro 10. Formacion de estructuras de lazo y su AG para los seis iniciadores

AG (Kcal/mol) de iniciadores

Estructura Com1 Com2 ER10 ER11 P11P P13P
1 -0.22 -0.99 0.64 0.88 0.62 -1.87
2 -0.75 1.53 1.04
3 1.56 1.55
4 1.56

Cuadro 11. Analisis de la formaciéon de homodimeros y heterodimeros para los iniciadores Com1

y Com2
Coml ComlyCom?2 Com2
Estructura Homodimero AG Heterodimero AG Homodimero AG
(pb) (Kcal/mol) (pb) (Kcal/mol) (pb) (Kcal/mol)

1 6 -16.5 3 -6.68 4 -5.47
2 2 -3.61 2 -3.61 4 -5.36
3 2 -3.14 3 -3.42 2 -3.61
4 3 -2.3 2 -3.07 2 -1.94
5 2 -1.47 2 -1.95 2 -1.6
6 2 -0.96 2 -1.94

7 2 -1.6

Cuadro 12. Analisis de la formacion de homodimeros y heterodimeros para los iniciadores ER10

y ER11
ER10 ER10y ER11 ER11
Estructura Homodimero AG Heterodimero AG Homodimero AG
(pb) (Kcal/mol) (pb) (Kcal/mol) (pb) (Kcal/mol)
1 2 -3.61 5 -11.09 2 -3.61
2 2 -3.14 3 -6.68 2 -3.14
3 2 -1.34 3 -6.21 2 -1.6
4 2 -0.96 3 -4.64 2 -1.34
5 3 -3.17 2 -0.96
6 2 -3.14
7 2 -3.07
8 2 -1.6
9 2 -1.34
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Cuadro 13. Analisis de la formaciéon de homodimeros y heterodimeros para los iniciadores P11P

y P13P.
P11P P11Py P13P P13P
Estructura Homodimero AG Heterodimero AG Homodimero AG
(pb) (Keal/mol) (pb) (Kcal/mol) (pb) (Kcal/mol)
1 4 -6.3 6 -8.73 6 -15.89
2 2 -1.47 3 -6.14 4 9.28
3 2 -1.34 2 -3.61 4 6.3
4 2 -0.96 3 -3.52 2 3.61
> 3 3.3 3 3.52
6 2 3.07 2 3.07
/ 2 -1.57 2 1.47
8 2 -1.34 2 -1.34
2 2 -0.96

La amplificacién in silico (Anexo D) mostrd un alto porcentaje de coincidencia entre los sets
de iniciadores y el gen objetivo, excepto para P11P y P13P con A. baumanni y S. epidermidis,
donde no hubo amplificacién. Ademads, se observa un aproximado del producto y la T,, de cada
iniciador respecto a la bacteria que se esta analizando. De acuerdo a estos resultados, se opté

por evaluar los tres sets en el laboratorio y optimizar su amplificacién.

Los productos de la amplificaciéon con los tres sets de iniciadores a una concentracién de
1uM para cada uno, puede observarse en la Figura 7; ER10 y ER11 (A), Com1 y Com2 (B), y
P11P y P13P (C). No se obtuvo producto de amplificacion para B. cepacia con ninguno de los
tres sets. En cada gel es evidente la formacion de dimeros y bandas inespecificas, asi como
contaminacion del blanco para las amplificaciones con los ultimos dos sets de iniciadores (B y
C). También se utilizé una concentracion de 10uM para cada iniciador, segun lo recomendado
por la literatura, sin embargo, solamente siete bacterias presentaron amplificacion (Anexo D) y la

formacién de dimeros fue aun mayor.

A partir de estos resultados, se optd por utilizar una concentracion de 0.5uM para cada
iniciador, y verificar la contaminacion de los blancos. Se utilizé el ADN extraido de A. baumannii,
A. hydrophila y B. cepacia como punto de comparacion; ademas, se utilizé la mitad de
concentracién de ADN para E. cloacae, P. aeruginosa y S. maltophilia. Como se muestra en la
Figura 8, la contaminacién para los iniciadores Com1 y Com2 se volvi6é a presentar, y ademas,

surgio blanco contaminado para los iniciadores ER10 y ER11.
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Figura 7. Amplificacion para las 10 bacterias con los tres sets de iniciadores a una concentracién

de 1uM y temperatura de anillamiento a 55°C
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Geles de agarosa al 1% con buffer TBE 1X. Se utilizaron 3uL de GelRed 100X en cada muestra para el
revelado y 5uL del producto de amplificacion. Se cargaron 8uL en cada pozo. MM: marcador de masa
molecular, se utilizé 5uL de DNA Mass Ladder de New England Biolabs, mas 3uL de GelRed 100X. Los
geles se corrieron a 90V por 30 min. La flecha indica la posicién aproximada de la banda esperada. Los
circulos indican una banda no esperada debido a contaminacion. A: iniciadores ER10 y ER11. B:

iniciadores Com1 y Com2. C: iniciadores P11P y P13P.
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Figura 8. Amplificacion para bacterias seleccionadas con concentracion de iniciadores de 0.5uM,

y temperatura de anillamiento a 55°C.
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Gel de agarosa al 1% con buffer TBE 1X. Se utilizé 3uL de GelRed 100X en cada muestra para el revelado,
y 5uL de muestra. Se cargaron 8uL en cada pozo. MM: marcador de masa molecular, se utilizé 5uL de DNA
Mass Ladder de New England Biolabs, mas 3uL de GelRed 100X. Los geles se corrieron a 90V por 30 min.

Los circulos indican una banda no esperada debido a contaminacién del blanco.

La optimizacion de la amplificacion fue suspendida hasta determinar el foco de
contaminacion; que dio inicio con el cambio de reactivos para PCR, y el agua DEPC utilizada.
Para esto, solamente se evaluaron blancos para cada iniciador con cada una de las mezclas de
reaccion preparadas comercialmente. De acuerdo a la Figura 9, hubo contaminacién aun con los
nuevos reactivos y nuevas alicuotas de agua. La intensidad de las bandas fue mayor para los
productos de amplificaciéon a partir de GoTaq® Hot Start Green Master mix 2X de PROMEGA.

Estos resultados permitieron descartar a los reactivos como el foco de contaminacion.
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Figura 9. Amplificacién de blancos con concentracion de iniciadores a 0.5uM, temperatura de

anillamiento a 55°C, con nuevas mezclas de reaccién comerciales

Master mix PCR (2x) de BIO RAD GoTaq® Hot Start Green Master mix 2X de PROMEGA
Comly Com2 ER10y ER11 P11PyP13P MM ComlyCom2 ER10y ER11 P11Py P13P

Gel de agarosa al 1% con buffer TBE 1X. Se utilizé 3uL de GelRed 100X en cada muestra para el revelado,
y 5uL de muestra. Se cargaron 8uL en cada pozo. MM: marcador de masa molecular, se utilizé 5uL de DNA

Mass Ladder de New England Biolabs, mas 3ulL de GelRed 100X. Los geles se corrieron a 90V por 30 min.

A continuacion, se realizé una profunda limpieza del equipo utilizado para la preparacion de
las mezclas de reaccion; aunque la intensidad de las bandas disminuyd, no se elimind por
completo la banda (no se muestra el gel). Se procedié con la preparacion de las mezclas en un
laboratorio ajeno al trabajo con bacterias, los resultados de esta amplificacion se muestran en la
Figura 10, donde se observa que hay bandas para los iniciadores ER10 - ER11 y P11P - P13P.
La siguiente prueba fue la confirmacién de la contaminacion de las soluciones stock de los
iniciadores; se prepararon nuevas alicuotas en el laboratorio ajeno al trabajo con bacterias. La
amplificacion de blancos no mostré ninguna banda para ni uno de los tres sets de iniciadores
(Figura 11, A); sin embargo, si se presentaron bandas para la amplificacion de blancos con las

nuevas alicuotas de trabajo, cuando fueron utilizadas en el laboratorio original (Figura 11, B).

Estos resultados dieron inicio a pequefias reformas en el laboratorio, de manera que pudiera
eliminarse o al menos reducirse la contaminacién. A partir de esto, se continué con la
amplificacion de las 10 bacterias, con los tres sets de iniciadores (Figura 12); en los tres geles se
observa la ausencia de la banda indicadora de contaminaciéon. Ademas, no se obtuvo
amplificacion para la bacteria Enterobacter cloacae para los tres sets de iniciadores, y tampoco

para la bacteria Staphylococcus aureus para los sets de iniciadores Com1-Com2 y ER10-ER11.
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Figura 10. Amplificacion de blancos con concentracion de iniciadores a 0.5uM, temperatura de

anillamiento a 55°C, preparados en un laboratorio ajeno al trabajo con bacterias, y sus reactivos.

ER10 y ER11 Comly Com2 P11P y P13P

Gel de agarosa al 1% con buffer TBE 1X. Se utilizé 3uL de GelRed 100X en cada muestra para el revelado,
y 5uL de muestra. Se cargaron 8uL en cada pozo. MM: marcador de masa molecular, se utilizé 5uL de DNA
Mass Ladder de New England Biolabs, mas 3uL de GelRed 100X. Los geles se corrieron a 90V por 30 min.

Los circulos indican bandas debido a contaminacién.

Figura 11. Amplificacion de blancos con nuevas alicuotas de iniciadores a 0.5uM, temperatura de
anillamiento a 55°C, preparados en un laboratorio ajeno al trabajo con bacterias, y sus reactivos

(A) y preparados con mezclas de reaccién comerciales en el laboratorio original (B)

Master mix PCR (2x) de BIO RAD Taq® Hot Start Green Master mix 2X de PROMEGA

Alicuota ya utilizada Alicuotas nuevas
ComlyCom2 ER10yER11 P11PyP13P MM ComlyCom2 ER10yER1l P11PyP13P

Com1y Com2 MM Com1y Com2 ER10y ER11 P11PyP13P

Geles de agarosa al 1% con buffer TBE 1X. Se utilizaron 3uL de GelRed 100X en cada muestra para el
revelado y 5uL del producto de amplificacion. Se cargaron 8uL en cada pozo. MM: marcador de masa
molecular, se utilizé 5uL de DNA Mass Ladder de New England Biolabs, mas 3uL de GelRed 100X. A: el gel

se corrié a 90V por 30 min. B: el gel se corrié a 90V por 18 min.
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Figura 12. Amplificacion para las 10 bacterias con los tres sets de iniciadores a una concentracién

de 0.5uM y temperatura de anillamiento a 55°C.

A. baumannii

E. cloacae

K. pneumoniae
P. aeruginosa

S. epidermidis
S. maltophilia

B. cepacia

E. cloacae

P. aeruginosa
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A. baumannii
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B. cepacia
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S. epidermidis
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Geles de agarosa al 1% con buffer TBE 1X. Se utilizaron 3uL de GelRed 100X en cada muestra para el
revelado y 5uL del producto de amplificacion. Se cargaron 8uL en cada pozo. MM: marcador de masa
molecular, se utilizé 5uL de DNA Mass Ladder de New England Biolabs, mas 3uL de GelRed 100X. Los
geles se corrieron a 90V por 30 min. Los recuadros indican el carril libre de banda debido a contaminacion.
A: iniciadores Com1 y Com2. B: iniciadores ER10 y ER11. C: iniciadores P11P y P13P.

La factibilidad de la técnica de polimorfismo de conformacién de cadena sencilla para la
diferenciacién de las 10 bacterias inicié con la evaluacion de las condiciones de corrida para la
electroforesis descritas en Widjojoatmodjo et al. (1994), por lo que solamente se utilizaron los
productos de la amplificacion con los iniciadores Com1 y Com2; sin embargo, las condiciones de
corrida para la electroforesis no permitieron la resolucion de las bandas de interés, que se creia
eran las bandas dentro del recuadro negro de la Figura 13; estos geles también muestran la
ausencia de productos de amplificacion de E. cloacae, lo cual coincide con lo geles de agarosa

previamente mostrados.

En este punto es importante recordar que los fragmentos de interés son de menos de 500pb,

por lo que, segun la Figura 13, ya no estaban presentes en el gel al momento de tefirlos. A partir
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de esto se realizaron multiples electroforesis con una serie de condiciones modificando el tiempo
y el voltaje de corrida: 20mAmp por 120 min, 25mAmp por 90min, 35mAmp por 45min y 40mAmp
por 40min (estos geles no se muestran). Debido al equipo utilizado para estas pruebas, cuando
se utilizaba el voltaje constante se presentaban bandas poco definidas, por esta razén se opt6

por utilizar el amperaje constante.

La mejor resolucion para los fragmentos de A. baumannii y A. hydrophila amplificados, se
obtuvo corriendo los geles de poliacrilamida por 30minutos a 40mAmp (Figura 14). Con esto, se
obtuvo bandas distintivas para cada una de las bacterias por lo que, potencialmente, se tiene un

método que permite la diferenciacion entre las bacterias utilizadas en este estudio.

Figura 13. Deteccidn de patrones SSCP para la amplificaciéon de las 10 bacterias con los

iniciadores Com1 y Com2.

&

Geles de poliacrilamida al 20% (TBE 5X, APS 25%, glicerol 10% y TEMED). Se cargaron 3uL del
producto con 1uL de buffer de carga. Se utilizé 3uL de DNA Mass Ladder de New England Biolabs,
mas 1uL de buffer de carga. Se realizd un protocolo convencional para la tincién del gel. El gel se
corrié por 30min a 40mAmp. Las 10 bacterias se separaron en dos geles: A y B que se corrieron

en el mismo equipo al mismo tiempo.
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Figura 14. Deteccion de patrones SSCP para la amplificacion de A. baumanniiy A. hydrophila

con los iniciadores Com1 y Com2.

Gel de poliacrilamida al 20% (TBE 5X, APS 25%, glicerol 10% y TEMED). Se cargaron 3uL del
producto con 1uL de buffer de carga. Se utilizé 3uL de DNA Mass Ladder de New England Biolabs,
mas 1uL de buffer de carga. Se realizd un protocolo convencional para la tincién del gel. El gel se

corrié por 2 horas y 30 minutos a 90V.
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VIl. DISCUSION

A. SELECCION DEL METODO

Seleccionar el método ideal para la diferenciacion de las 10 bacterias reportadas con mayor
frecuencia en la unidad de intensivo pediatrico de UNICAR fue uno de los objetivos de este
estudio; tras una busqueda de literatura, se encontré que existen multiples métodos que
permiten la identificacion de una bacteria (Fook et al. 2012; Miyoshi-Akiyama et al. 2013;
Papaleo 2010; Widjojoatmodjo et al. 1994). Los mas comunes son listados en el Cuadro 5; no
obstante, dia a dia emergen nuevos métodos que intentar reducir el impacto econémico y social
de estas infecciones (Endimiani et al. 2011), debido a la tecnologia empleada de estas
novedosas técnicas, econdmicamente es poco factible emplearlo para el diagnéstico en un pais
como Guatemala. Por estas razones, el analisis de métodos seleccionados se baso6 en tres
grandes parametros: costos, tiempo de ejecucion y disponibilidad del equipo en el laboratorio de
Biologia Molecular del Departamento de Bioquimica y Microbiologia de la Universidad del Valle
de Guatemala, donde se llevo a cabo el estudio. Estos parametros fueron elegidos debido a la
necesidad de reducir el tiempo que toma identificar las bacterias, de manera que también
puedan reducirse los costos causados por dias de hospitalizacion en el intensivo pediatrico de
UNICAR.

La mayoria de métodos utilizados en la actualidad exigen equipo sofisticado que, dados los
recursos con los que se cuentan, no es posible utilizarlos en este estudio. Un ejemplo de ello, es
la tipificacion multilocus de secuencias, que requiere amplificar diversas regiones de diferentes
genes para que después sean secuenciadas. Este método, aunque mucho mas exacto que la
secuenciacion del gen 16S ARNr (Elgaml et al. 2013), es mas costoso, debido al multiple uso de
iniciadores para una sola bacteria. Ademas, debe mencionarse que el problema principal con
métodos que involucran la secuenciacion, es el tiempo que se lleva en ejecutarlos, y debe
recordarse que este debe ser menor que aquel que toman las técnicas microbiologicas
convencionales (3 — 4 dias). Uno de los métodos mas utilizados en la actualidad para la
identificacion de bacterias consiste en el uso de la reacciéon en cadena de la polimerasa en
tiempo real, debido principalmente a su rapidez; sin embargo, el elevado costo del equipo y los

reactivos, lo hacen inadecuado para este estudio.
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La amplificacion multiple por PCR fue uno de los métodos que cumplié el analisis preliminar
(Cuadro 5); sin embargo, los iniciadores seleccionados también amplificaban regiones de otras
bacterias, por lo que habia productos inespecificos. Por esta razén, se optd por la division de las
10 bacterias, en dos grupos de cinco. Para el primer grupo de bacterias (Cuadro 6), la busqueda
de iniciadores se basd en seleccionar aquellos que ademas de amplificar fragmentos lo
suficientemente diferentes para ser reconocidos por electroforesis en geles, tuvieran las mismas
condiciones de amplificacion; sin embargo, al realizar el PCR in silico se obtuvieron multiples

bandas inespecificas a partir de reacciones cruzadas.

La digestion del gen 16S ARNr con enzimas de restriccion para generar fragmentos
especificos para cada bacteria no puede utilizarse en este estudio, ya que dos son sensibles a
metilaciones (BspEl y Eael); ademas, las diferencias en los fragmentos originados por EcoP15I,
Nspl y Xmnl no son suficientes para ser visualizados por electroforesis en geles de agarosa. La
enzima restante, Stul, si produce fragmentos de diferentes tamafios para ocho bacterias; sin
embargo, no digiere a S. aureus ni a S. epidermidis, y no existe otra enzima que si digiera a
ambas. El uso de una doble digestién no fue considerada por el hecho de que no solo aumenta
el tiempo de ejecucion (ademas del tiempo utilizado para la amplificacion del gen 16S ARNr y la

incubacion para la digestion), sino también, el aumento de los costos.

La simplicidad de PCR-SSCP es la mayor ventaja sobre otros métodos moleculares para la
identificacion de bacterias, debido al alto poder de resolucion de la electroforesis en
poliacrilamida, ya que esta permite detectar cambios conformacionales causados por la

sustitucion de una sola base en una secuencia dada (Hayashi 1991).

B. EXTRACCION DE ADN

La importancia de evaluar diferentes métodos para la extraccion de ADN de las 10 bacterias,
se debe a que estos extractos seran utilizados como control positivo, una vez el método
seleccionado sea adaptado a la identificacion de bacterias causantes de infecciones
nosocomiales a partir de muestras clinicas. EI método por lisis con microondas fue reportado
como el ideal para ser utilizado como plantilla para amplificaciones por la reaccion en cadena de
la polimerasa (Ahmed et al. 2014); a pesar de reportar que este método es efectivo tanto para
bacterias Gram-positivas como Gram-negativas, segun la Figura 6, hubo poca consistencia
extrayendo ADN de S. aureus y S. epidermidis, las dos uUnicas bacterias Gram-positivas; esto
podria deberse a que el protocolo original sugiere utilizar una potencia de 900W para el

microondas, y la potencia del equipo utilizado se desconoce, por lo que pudo ser tan débil que no
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lis6 la pared de peptidoglicano que las compone. Ademas, se omitié la purificacion organica

sugerida, debido principalmente al tiempo extra que tomaria realizarlo.

La extraccion de ADN por ebullicion es un método rapido y econdémico, por estas razones fue
considerado para ser incluido en el estudio. La simpleza de este método promueve la
degradacion de ADN; sin embargo, la region de interés que se desea amplificar es relativamente

pequefia (alrededor de 1500 pb), por lo que esto no afecta el resultado deseado.

C. DIFERENCIACION DE BACTERIAS POR PCR-SSCP

El objetivo general de este estudio consiste en evaluar la factibilidad de PCR-SSCP para la
diferenciacion de bacterias a partir de variaciones en la movilidad electroforética en geles de
poliacrilamida; debido a que la sensibilidad de esta técnica depende del tamafio de los
fragmentos amplificados (Sunnunks et al 2000), era necesario un andlisis profundo de los
iniciadores que fueran a utilizarse para la amplificacion. Publicaciones sobre la rapida
identificacion de bacterias (Widjojoatmodjo et al. 1994) y analisis de comunidades bacterianas
(Schwieger & Tebbe 1998) a través de PCR-SSCP, describen sets de iniciadores para amplificar
regiones variables del gen 16S ARNr, por lo que se procedié a evaluar su uso para los fines de
este estudio. Como se mencioné anteriormente, era importante que los fragmentos amplificados

por estos iniciadores no superaran las 500pb (Cuadro 9).

El rendimiento del PCR fue estimado con base en el analisis de la formacion de estructuras de
lazo, homodimeros y heterodimeros (Cuadros 10, 11, 12 y 13); segun estos resultados, el set
de iniciadores Com1-Com2, podria presentar los mas grandes problemas de rendimiento, ya que
presenta hasta siete estructuras con el mas bajo AG. Los otros dos sets de iniciadores
analizados también presentan problemas de formacion de estructuras, que involucran hasta seis
bases; a pesar de estos resultados, se continué con el analisis bioinformatico, debido a que
existe evidencia de su funcionamiento, en donde los autores de esos estudios parecen

contrarrestar esos problemas utilizando concentraciones mayores.

La amplificacion in silico confirmé el apareamiento de los tres sets de iniciadores con la
secuencia del gen 16S ARNr de las 10 bacterias, excepto los iniciadores P11P con A. baumannii,
y P13P con S. epidermidis. El mejor porcentaje de apareamiento y las Ty ideales las presenté el
set ER10-ER11, coincidiendo también con los mejores resultados sobre la formacion de
estructuras. El set Com1-Com2 también presenté apareamientos aceptables; sin embargo, las
Tw esta lejos de llegar a ser las ideales para una amplificacion por PCR. A pesar de los poco

favorables resultados obtenidos con la amplificacién in silico para los iniciadores Com1-Com2 y
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P11P-P13P, fueron considerados para su analisis en el laboratorio, de manera que pudieran ser

utilizados como punto de comparacion para el set ER10-ER11.

La excesiva cantidad de estructuras indeseadas que forman los iniciadores, contribuyd a
utilizarlos a concentraciones mayores a las que generalmente se usan (Figura 7 y Anexo E); sin
embargo, no hubo diferencia considerable entre las dos concentraciones utilizadas, excepto en la
intensidad de las bandas correspondientes a los productos inespecificos. Ademas, cabe
mencionar que a pesar del analisis bioinformatico que indicaba falta de amplificacién para las
bacterias A. baumannii'y S. epidermidis con los iniciadores P11P-P13P, si hubo amplificacion in
vitro; caso contrario con E. cloacae, la cual no presentdé ni una sola banda con ninguno de los
tres iniciadores; una de las razones podria ser la falta de ADN, sin embargo, en la Figura 5
puede observarse que si hubo extraccion para todas las bacterias. El exceso de ADN también
fue considerado, por lo que se repitié con una dilucién 1:2 (Figura 8); debido a que tampoco hubo

amplificacion, se evalud la posibilidad de que el ADN extraido tuviera inhibidores de la reaccion.

Durante la revision de literatura no se encontré ninguna razén para la falta de amplificacion de
E. cloacae, lo cual sugiere que el problema sea por la cepa utilizada. Esta dificultad encontrada
con E. cloacae resalta la importancia de ampliar el niumero de bacterias que se intentan
diferenciar en este estudio y, por supuesto, incluir diversas cepas de ellas; también es necesario
incluir cepas ATCC (American Type Culture Collection); asimismo, debe considerarse el uso de

ADN no procariota para apoyar la confiabilidad de este método.

El problema principal con las primeras amplificaciones se dio debido a la contaminacién del
blanco, con los iniciadores Com1-Com2 y P11P-P13P; para descartar a los reactivos como el
foco de contaminacion, se utilizaron nuevas mezclas de reaccion comerciales (Figura 9); donde
también se presentd contaminacién. Debido a la alta especificidad de la polimerasa incluida en
GoTag® Hot Start Green Master mix 2X de PROMEGA, la intensidad de las bandas es mayor
que aquellas en las que se utilizé Master mix PCR (2x) de BIO RAD.

Tras una serie de pruebas se determind que el foco de contaminacion es el propio laboratorio
de Biologia Molecular del Departamento de Bioquimica y Microbiologia, donde se llevan a cabo
diferentes estudios con bacterias, y el equipo es utilizado por estudiantes de diferentes cursos,
con lo que no existe un area especifica libre de ADN. A partir de estos resultados, se inicié con
una serie de reformas para reducir en lo mas posible, las fuentes de contaminacién dentro del
laboratorio, de manera que haya un espacio especifico para llevar a cabo no solo este estudio, si

no el proyecto en general.

Una vez eliminado el problema de la contaminacién durante esta investigacion, se continu6
con la optimizacién de las amplificaciones para los tres sets de iniciadores, de manera que el

mejor set fuera seleccionado tras el andlisis de la migracion electroforética de los polimorfismos
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conformacionales de hebras simples de sus productos de amplificacion. Debido a la falta de
recursos, se optd por seleccionar solo un set de iniciadores para llevar a cabo las pruebas
preliminares para la deteccion de patrones SSCP. Para esto, se tomd en cuenta el andlisis
mostrado en el Anexo E, donde se observa claramente que la mejor alineacion de los iniciadores
a la secuencia de interés es mejor con Com1 y Com2. Ademas, los productos de amplificacion
obtenidos son sutiimente diferentes (Anexo G) entre las 10 bacterias, lo cual es ideal para llevar
a cabo esta técnica.

Las pruebas preliminares con la electroforesis en geles de poliacrilamida para dos bacterias
(Figura 13) demuestran que si es factible utilizarlo en el laboratorio para diferenciar patrones de
bandeo especificas; sin embargo debe recalcarse que esta técnica involucra diferentes variables
que deben ser optimizadas en futuros estudios, para que mas adelante puedan iniciarse las

pruebas con muestras clinicas.

Para prevenir la contaminaciéon de las muestras a analizar, asi como la contaminacion
cruzada por aerosoles de los productos de amplificacién, en el Anexo H se muestra un esquema
basico para la construccién y adecuacion de un laboratorio de biologia molecular, Es importante
que al continuar con el proyecto, se tomen estas medidas para evitar pérdida de tiempo y de
reactivos como sucedié con esta investigacion; asimismo, si esta prueba esta destinada para su
uso como herramienta de diagndstico en muestras clinicas, es necesario cumplir requisitos bien
establecidos que validen todo el proceso, dentro de los cuales, el flujo correcto de trabajo es
indispensable.



VIIl. CONCLUSIONES

La extraccion de ADN por ebullicidon es un método rapido, sencillo y econdmico que permite la
obtencion de ADN de las 10 bacterias de interés para este estudio.

La simplicidad de PCR-SSCP fue una de las razones por las que se eligi6 como el método
molecular ideal para ser utilizado en este estudio.

Los sets de iniciadores Com1-Com2, ER10-ER11 y P11P-P13P pueden utilizarse para la
amplificacion de regiones variables del gen 16S ARNr de las 10 bacterias de interés en este
estudio.

El set de iniciadores mas efectivo para la amplificaciéon por PCR es ER10-ER11, de acuerdo al
analisis bioinformatico realizado.

La alta tendencia a formar estructuras de lazo, homodimeros y heterodimeros por parte de
los iniciadores no interfirid con la amplificacién de los fragmentos de interés.

La banda presente en la reaccion del blanco fue ocasionada por contaminacion del laboratorio
donde se llevé a cabo el estudio.

El tamafio de los fragmentos originados por los tres sets de iniciadores, permite obtener alta
sensibilidad en la diferenciacién de las bacterias por medio de la técnica de SSCP.

El set de iniciadores Com1-Com2 permite la diferenciacion entre A. baumanniiy A. hydrophila,
de acuerdo al patron de bandas obtenido

Es factible utilizar el método PCR-SSCP para la diferenciacidon de 9 bacterias incluidas en este
estudio.
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IX. RECOMENDACIONES

Utilizar mas cepas de bacterias, ademas de las incluidas en este estudio, para analizar

posibles diferencias en el patrén de bandeo en la electroforesis en poliacrilamida.

Extraer regularmente ADN de bacterias para asegurar su funcién como controles positivos una

vez el método sea implementado a muestras clinicas.

Realizar una validacién de la amplificacidn con los tres sets de iniciadores, tomando en cuenta

la sensibilidad, reproducibilidad y repetibilidad del método.
Optimizar y validar el método PCR-SSCP antes de ser utilizado con muestras clinicas.

Adecuar un laboratorio especifico para este analisis antes de continuar con la siguiente fase

del proyecto.

Realizar amplificaciones regulares con los tres sets de iniciadores utilizados en esta prueba
para identificar focos de contaminacién en los laboratorios del departamento de Bioquimica y

Microbiologia de la Universidad del Valle de Guatemala.
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XI.  ANEXOS

A. SECUENCIAS FASTA DEL GEN 16S ARNr DE LAS 10
BACTERIAS UTILIZADAS

1. Acinetobacter baumannii

>gi|506689|gb|U10874.1|AAUL10874 Acinetobacter baumanii 16S ribosomal
RNA gene, complete sequence

>Acinetobacter baumannii
AAAAAAATNTCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGGGGAAGGT
AGCTTGCTACCGGACCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAAC
ATCTCGAAAGGGATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTA
ATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGG
TCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA
ATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAG
CACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTTTAGTTAATACCTAGAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCA
CCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTA
AAGCGTGCGTAGGCGGCTTATTAAGTCGGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATTCGATA
CTGGTGAGCTAGAGTATGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGA
GGAATACCGATGGGGAAGGGCAGCCATCTGGCCTAATACTGACGCTGAGGTACGAAAGCATGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTT
AGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCT
TGACATACTAGAAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAATCTAGATACAGGTGCTGCATGGCTG
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTTTCCTTACTTGCCAG
CATTTCGGATGGGAACTTTAAGGATACTGCCAGTGACAAACTGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCA
TCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACACAGCGATG
TGATGCTAATCTCAAAAAGCCGATCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAAT
CGCTAGTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAATACGTCCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
CATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGTAGCTAGCCTAACTGCAAAGAGGGCGGTTACCACGGTGTGGCCGAT
GACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGCGGTTGGATCACCTCC

2. Aeromonas hydrophila

>gi1]173692|gb|M59148.1|AEORR16SA Aeromonas hydrophila 16S ribosomal RNA
>Aeromonas_hydrophila
NAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGC
AGCGGGAAAGTAGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCA
GTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGCAGGGGACCT
TCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCG
ACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCNTACGGG
AGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGC
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CTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTTGATGCCTAATACGTATCAACTGTGACGTTAC
TCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGG
AATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGG
NATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAA
GCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTG
TCCTTGAGACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAA
ACTCAAATGAATTGACGGGGGCCNGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGNAACGCGAAGAA
CCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGAATCAGAACACAGG
TGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGT
CCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGN
ATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCT
GCAAGCTAGCGATAGTGAGCGAATCCCAAAAAGCGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTC
CGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAAATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCTTAACCNTCGGGAGGGCGTTTACC
ACGGTGTGATTCANGACNNGGG

3. Burkholderia cepia

>gi1]255708544|gb|GQ359110.1| Burkholderia cepacia 16S ribosomal RNA
gene, complete sequence

>Burkholderia cepacia
TGAAGCAATTCATATTCCTGTCAGCTTTGAGTGAGCGACCGGTTCTTAACTGAACCGAAAACAGTAACAG
GTTTAAACTGAAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAA
CGGCAGCACGGGTGCTTGCACCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAACATGTCCTGT
AGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAGCCGGATTAATACCGCATACGATCTACGGATGAAAGCGGGGGACCTTC
GGGCCTCGCGCTATAGGGTTGGCCGATGGCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGAC
GATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCT
TCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATCCTTGGCTCTAATACAGTCGGGGGATGACGGTACCG
GAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAA
TTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGSTAAGACCGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAA
CTGCATTGGTGACTGGCAGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCG
TAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCTCATGCACGAAAGC
GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGTTGTTGGGGAT
TCATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACT
CAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCT
TACCTACCCTTGACATGGTCGGAATCCTGCTGAGAGGTGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGGCGCACAGGT
GCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTC
CTTAGTTGCTACGCAAGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCCAACCC
GCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGC
TGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCG
TCACACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGGACGGTCACCACGGTAGG
ATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTCCAG
A

4. Enterobacter cloacae

>g1]168989453|gb|DQ089673.1| Enterobacter cloacae strain CP1l 16S
ribosomal RNA gene, complete sequence

>Enterobacter cloacae
TAGAGTTTGATTATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGCGAACGGTAGCACAG
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AGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGA
TAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTT
GCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAG
CTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGT
AAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCACAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAA
GCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGC
GTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTG
AAACTGGCAGGCTGGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCT
GGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGTTGTGCCCTTGAGGCGT
GGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGCAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTC
TTGACATCCACAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCT
GTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCA
GCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC
ATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAG
AGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAA
TCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA
CCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGCGATTCA
TGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGA

5. Escherichia coli

>gi|174375|gb|J01859.1|ECORRD E.coli 16S ribosomal RNA
>Escherichia coli
AAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGT
AACAGGAAGAAGCTTGCTCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATG
GAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCG
GGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACG
ATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTT
CGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCCG
CAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAAT
TACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAAC
TGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCG
TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCC
TTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACT
CAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT
TACCTGGTCTTGACATCCACGGAAGTTTTCAGAGATGAGAATGTGCCTTCGGGAACCGTGAGACAGGTGC
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCT
TTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGA
CGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGA
CCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATG
AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTT
TGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGGGAACCTGCGGTTGGATCACCTCCTT
A

6. Klebsiella pneumoniae

>g1194958396|gb|DQ470487.1| Klebsiella pneumoniae strain NKU238 16S
ribosomal RNA gene, complete sequence
>Klebsiella pneumoniae
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CGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGCGG
CGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATAC
CGCATAACGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATT
AGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACA
CTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGC
CTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGC
GGTGAGGTTAATAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCA
AGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGA
GGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGL
CCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAAT
CGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTTCCAGAG
ATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGA
GACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGT
CGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATG
CTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAG
TAGGTA

7. Pseudomonas aeruginosa

>gi 288860101 |emb|AM419153.2| Pseudomonas aeruginosa 16S rRNA gene,
strain DS10-129

>Pseudomonas_aeruginosa
TTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCT
TGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCC
GGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAG
ATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTG
GAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTT
TAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCT
AACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGC
GCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTG
AGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCG
CAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATG
CTGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCG
GGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGC
CCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCT
AATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGT
AATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGA
GTGGGTTGCTCCAGAAGTAGCTAGTCTAACCGCAAGGGGGACGGTTACCACGGAGTGATTCATGACTGGG
GTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGCGGCTGGATCACCTCCTTT

8. Staphylococcus aureus

>gi|576603|gb|L37597.1|STARGDB Staphylococcus aureus 16S ribosomal RNA
(16S rRNA) gene
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>Staphylococcus_aureus
ATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACGGACGAGAAGCTTG
CTTCTCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTC
GGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATTTTGAACCGCATGGTTCAAAAGTGAAAGACGGTCTTGCTGT
CACTTATAGATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATGCATA
GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCG
TAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGACGGTACCTAATCAGAA
AGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGG
CGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTG
GAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATA
TGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGAT
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCC
CCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAA
ATCTTGACATCCTTTGACAACTCTAGAGATAGAGCCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCA
TGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGT
TGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCGAAACCG
CGAGGTCAAGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCT
GGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGT
CACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACCTTTTAGGAGCTAGCCGTCGAAGGTGGG
ACAAATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAGCT

9. Staphylococcus epidermidis

>gi| 90896407 |gb|DQ447776.1] Staphylococcus epidermidis strain MSFC 3-
M5-R-1 16S ribosomal RNA gene, complete sequence

>Staphylococcus epidermidis
AGACGAGGAGCTTGCTCCTCTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATAAG
ACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACATGTTGAACCGCATGGTTCAACAGTGAAA
GACGGTCTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAA
GGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGA
AGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTATGCACGTCTTGACG
GTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTAT
CCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACC
GTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGA
AATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGC
GAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTT
ACGGGGTTTCCGCCCCTTANTGCTGCAGCTAACGCATTAANCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGG
TTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG
AAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTCTGACCCCTCTAGAGATAGAGTTTTCCCCTTCGGGGGACAGAG
TGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAA
GGGTAGCGAAACCGCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTC
GACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGC

10. Strenotrophomonas maltophilia

>gi[343200117|ref|NR 040804.1| Stenotrophomonas maltophilia strain ATCC
19861 16S ribosomal RNA, complete sequence

>Strenotrophomonas maltophilia
GCTCAGAGTGNACGCTGGCGGTAGGCCTAANACATGCAAGTCGAACGGCAGCACAGGAGAGCTTGCTCTC



TGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATCTACTCTGTCGTGGGGGATAACGTAGGGAA
ACTTACGCTAATACCGCATACGACCTACGGGTGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCGATTGAATGA
GCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAG
GATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGA
CAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTG
TTGGGAAAGAAATCCAGCTGGCTAATACCCGGTTGGGATGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAAC
TTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCG
TAGGTGGTTATTTAAGTCCGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCAGTGGATACTGGATGAC
TAGAATGTGGTAGAGGGTAGCGGAATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAGGAACATCC
ATGGCGAAGGCAGCTACCTGGACCAACATTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAA
NNTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTC
GAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAATG
GTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCC
CTTACGGCCAGGGCTACACACGTACTACAATGGTAGGGACAGAGGGCTGCAAGCCGGCGACGGTAAGCCA
ATCCCAGAAACCCTATCTCAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTA
ATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGA
GTTTGTTGCACCAGAAGCAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTGCCACGGTGTNNNNGATGACTGGG
GTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCAC
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B. ALINEACION DE LAS SECUENCIAS DEL GEN 16S ARNr DE LAS 10 BACTERIAS UTILIZADAS

EN ESTE ESTUDIO

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus_aureus
Aeromonas_hydrophila
Escherichia coli

Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas_aeruginosa
Burkholderia cepacia
Strenotrophomonas maltophilia

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus_aureus
Aeromonas_hydrophila
Escherichia coli

Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas_aeruginosa
Burkholderia cepacia
Strenotrophomonas maltophilia

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus_aureus
Aeromonas_hydrophila
Escherichia coli
Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii

————————————————————————————— ATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTG
—————————————— NAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGG
—————————————— AAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGG
———————————————————— TAGAGTTTGATTATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGG
——————————————————————————————————————————————— CGCTGGCGGCAGG
————————————————————— AAAAAAATNTCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGG
————————————————————————— TTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGG
ACAGTAACAGGTTTAAACTGAAGAGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCATG
——————————————————————————————————— GCTCAGAGTGNACGCTGGCGGTAGG

————————————————————————— AGACGAGGAGCTTGCTCCTCT----GACGTTAGCG
CCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACGGACGAGAAGCTTGCTTCTCT----GATGTTAGCG
CCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGAAAGTAGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCG
CCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGAAGCTTG---CTCTTTGCTGACGAGTG
CCTAACACATG-CAAGCGAACGGTAGCACA-GAGAGCTTG---CTCTCGGGTGACGAGTG
CCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGCACA-GAGAGCTTG---CTCTCGGGTGACGAGCG
CTTAACACATGCAAGTCGAGCGGGGGAAGGTAGCTTG-—--————-— CTACCGGACCTAGCG
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Pseudomonas_aeruginosa
Burkholderia cepacia
Strenotrophomonas maltophilia

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus_aureus
Aeromonas_hydrophila
Escherichia coli

Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas_aeruginosa
Burkholderia cepacia
Strenotrophomonas maltophilia

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus_aureus
Aeromonas_hydrophila
Escherichia coli

Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas_aeruginosa
Burkholderia cepacia
Strenotrophomonas maltophilia

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus_aureus
Aeromonas_hydrophila
Escherichia coli
Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas_aeruginosa
Burkholderia cepacia

CCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTG-—--————- CTCCTGGATTCAGCG

CCTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACGGGTGC----T--TGCACCTGGTGGCGAGTG
CCTAANACATGCAAGTCGAACGGCAGCACAGGAGAGCTTG--CTCTCTGGGTGGCGAGTG
*k  *

GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAAC
GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAAC
GCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAA-TTGCCCAGTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAAC
GCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAA-CTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAAC
GCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAA-CTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAAC
GCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAA-CTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAAC
GCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAAT-CTGCCTATTAGTGGGGGACAACATCTCGAAAG
GCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAT-CTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAAC
GCGAACGGGTGAGTAATACATCGGAAC-ATGTCCTGTAGTGGGGGATAGCCCGGCGAAAG
GCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAAT-CTACTCTGTCGTGGGGGATAACGTAGGGAAAC

*khkk KAk hkkAkkkAkkKk kK * k. K *k. : *: * Kk Kk Kk *.* * Kk Kk Kk

CGGAGCTAATACCGGATAACATGTTGAACCGCATGGTTCAACAGTGAAAGACGGTCTTGC
CGGAGCTAATACCGGATAATATTTTGAACCGCATGGTTCAAAAGTGAAAGACGGTCTTGC

GACTGCTAATACCGCATACGCCCTACGGG-=-—==——— GGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCC
GGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGA--—————— CCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCC
GGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGA-—-—————— CCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCC
GGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGA--—————— CCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCC
GGATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGG-=-——=——— AGAAAGCAGGGGATCTTCGGACC
GGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGG-~-——-——— AGAAAGTGGGGGATCTTCGGACC
CCGGATTAATACCGCATACGATCTACGGA--—————— TGAAAGCGGGGGACCTTCGGGCC
TTACGCTAATACCGCATACGACCTACGGG-=-——=——— TGAAAGCAGGGGATCTTCGGACC

Kok kkkkkKk Kk K . *k o K L. F *

TGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAG
TGTCACTTATAGATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAG
TTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAG
TCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAG
TCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAG
TCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAG
TTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAG
TCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAG
TCGCGCTATAGGGTTGGCCGATGGCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAG
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Strenotrophomonas maltophilia

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus_aureus
Aeromonas_hydrophila
Escherichia coli

Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas_aeruginosa
Burkholderia cepacia
Strenotrophomonas maltophilia

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus_aureus
Aeromonas_hydrophila
Escherichia coli

Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas_aeruginosa
Burkholderia cepacia
Strenotrophomonas maltophilia

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus_aureus
Aeromonas_hydrophila
Escherichia coli

Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas_ aeruginosa
Burkholderia cepacia
Strenotrophomonas maltophilia

TTGCGCGATTGAATGAGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAG

* * e . * * kKAhkAkhkkkkhkhkkkk o k%, *kkkKkAk KAk ***:**

GCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCC
GCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCC
GCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCC
GCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCC
GCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCC
GCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCC
GCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGLCCC
GCGACGATCCGTAACTGGTCTG-GAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCC
GCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGLCCC
GCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCC

* Kk kkk kK * Kk Kk K *kk KKKk K *x kK ********.************ * k

AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGC
AGACTCNTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGC

kAhkAhkkhkhkk KAIAAIAXkhAAXhkAKdhk KAk xrkxk %% .******* * kk Kk kK% * K K

AACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAA
AACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAT
CATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGG
CATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGG
CATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGT
CATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGC
CATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCT
CATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGG
AATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTTGTCCGGAAAGAAATC
CATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAATC
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Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus_aureus
Aeromonas_hydrophila
Escherichia coli

Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas_ aeruginosa
Burkholderia cepacia
Strenotrophomonas maltophilia

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus_aureus
Aeromonas_hydrophila
Escherichia coli

Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas_aeruginosa
Burkholderia cepacia
Strenotrophomonas maltophilia

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus_aureus
Aeromonas_hydrophila
Escherichia coli

Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas_aeruginosa
Burkholderia cepacia
Strenotrophomonas maltophilia

.* .******* .***:***** * K * kK Kk kA Kk * kK% * Kk k%K

ATGTGTAAGTAACTATGC-ACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTAC
ATGTGTAAGTAACTGTGC-ACATCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTAC
TTGATGCCTAATACGTATC-AACTGTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCC
AGTAAAGTTAATACCTTTG-CTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCC
GTTGTGGTTAATAACCACA-GCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCC
GGTGAGGTTAATAACCTTG-TCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCC
ACTTTAGTTAATACCTAGAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCT
CAGTAAGTTAATACCTTGC-TGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTC
CTTGGCTCTAATACAGTCG-GGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTAC
CAGCTGGCTAATACCCGGT-TGGGATGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTTC

:‘k:. *kkk Kk Kk .. * * Kk Kk Kk Kk kK k kKA Kk kA K

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAA
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAA

**********************' * kK *k kA kKkA kK khkkhkkoekhkk kAR hk AKXk A kK

GCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTC
GCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTC
GCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGNATTGC
GCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGC
GCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGC
GCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGC
GCGTGCGTAGGCGGCTTATTAAGTCGGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGC
GCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGC
GCGTGCGCAGGCGGTTTGSTAAGACCGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGC
GCGTGCGTAGGTGGTTATTTAAGTCCGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGC

* kK .** *kk kK *k*k*k: e kk Ak Ak hkAk Kk KAkK * kK Ak k * * *
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Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus_aureus
Aeromonas_hydrophila
Escherichia coli

Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas_ aeruginosa
Burkholderia cepacia
Strenotrophomonas maltophilia

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus_aureus
Aeromonas_hydrophila
Escherichia coli

Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas_ aeruginosa
Burkholderia cepacia
Strenotrophomonas maltophilia

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus_aureus
Aeromonas_hydrophila
Escherichia coli

Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas_aeruginosa
Burkholderia cepacia
Strenotrophomonas maltophilia

Staphylococcus epidermidis

ATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGA
ATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGA
ATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGA
ATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGA
ATTTGAAACTGGCAGGCTGGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGA
ATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGA
ATTCGATACTGGTGAGCTAGAGTATGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGA
ATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGA
ATTGGTGACTGGCAGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGA
AGTGGATACTGGATGACTAGAATGTGGTAGAGGGTAGCGGAATTCCTGGTGTAGCAGTGA

* o kk Kk *k kK K * Ak Kk kK * R i ik S *******.****

AATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGA-AGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGA
AATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGA-AGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGA
AATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGA-AGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGA
AATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGA-AGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGA
AATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGA-AGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGA
AATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGA-AGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGA
AATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGGGAAGGGCAGCCATCTGGCCTAATACTGA
AATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGA-AGGCGACCACCTGGACTGATACTGA
AATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGA-AGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGA
AATGCGTAGAGATCAGGAGGAACATCCATGGCGA-AGGCAGCTACCTGGACCAACATTGA

*khkkhkkkhkk KAk k% * kkkkk Kk Kk *k Kk kK .***..* * Kk k Kk K . * kK kK

CGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
CGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
CGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
CGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
CGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
CGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
CGCTGAGGTACGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGT
CACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
CGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCT
CACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCT

* kk*k Kk % KhkAKRkhkkhk* KAhkAKAhA *AXIAARIA AR I ARA AKX A A XA A XA A XA XX AKX KAk Kk &

AAACGATGAGTGCTAAGTGTTACGGGGTTTCCGCCCCTTANTGCTGCAGCTAACGCATTA
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Staphylococcus_aureus
Aeromonas_hydrophila
Escherichia coli

Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
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Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus_aureus
Aeromonas_hydrophila
Escherichia coli

Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas_aeruginosa
Burkholderia cepacia
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Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus_aureus
Aeromonas_hydrophila
Escherichia coli
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Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus_aureus
Aeromonas_hydrophila

AAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTA
AAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCT-TGAGACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTA
AAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCT-TGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTA
AAACGATGTCGATTTGGA-GTTGTGCCCT-TGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTA
AAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCT-TGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTA
AAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCTT-TGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATA
AAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCT-TGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATA
AAACGATGTCAACTAGTTGTTGGGGATTCAT--TTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGA
AAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAANNTAACGCGTTA

K*kkKk kK kK * * * K kkkhkKkkk o Kk

ANCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCC
AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCC
AATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCN
AGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCC
AATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGCATTGACGGGGGCCC
AATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCC
AGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCC
AGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCC
AGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCC
AGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC

* *AhkAkKkk Ak Ak kA Ak kA XAk A kK * ok ok kKK Kk Ak hkAkKkAkAkKhA k KAk AkhkAkhkAk kK

GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTT
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTT
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGNAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTT
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTT
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTT
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTT
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTT
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTT
GCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACCCTT
GCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTT

*khkAkkkhk Ak Ak Ak Ak Kh Kk kAhkAkhkkhkkeoehkkhkkhAkhkkhkkhkhAhk ek *hkhkk *khkk *hkkhkhAkkhkkkko * K K

GACATCCTCTGACCCCTCTAGAGATAGAGTTTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTG
GACATCCTTTGACAACTCTAGAGATAGAGCCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTG
GACATGTCTGGAATCCTGCAGAGATGCG--GGAGTGCCTTCGGGAATCAGAACACAGGTG
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Staphylococcus epidermidis
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Staphylococcus_aureus
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GACATCCACGGAAGTTTTCAGAGATGAG--AATGTGCCTTCGGGAACCGTGAGACAGGTG
GACATCCACAGAACTTTCCAGAGATGGA--TTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTG
GACATCCACAGAACTTTCCAGAGATGGA--TTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTG
GACATACTAGAAACTTTCCAGAGATGGA--TTGGTGCCTTCGGGAATCTAGATACAGGTG
GACATGCTGAGAACTTTCCAGAGATGGA--TTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTG
GACATGGTCGGAATCCTGCTGAGAGGTGGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGGCGCACAGGTG
GACATGTCGAGAACTTTCCAGAGATGGA--TTGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTG

* ok ok k Kk * * ek kK Kk * . *.*.* * Kk kK kk

GTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
GTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCA
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA

KAhkAKRhAKh KAhAAIAAXIAAXIAAXAAKX hAhhk AxAhAdkhAdkhAdhAhhAAdhx *Ax kA khkhhAkk

ACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTA--AGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACA
ACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTA--AGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACA
ACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAGGGAGACTGCCGGTGATA
ACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGG-TCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATA
ACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGG-TCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATA
ACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGG-TTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATA
ACCCTTTTCCTTACTTGCCAGCATTTCG-GATGGGAACTTTAAGGATACTGCCAGTGACA
ACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACCTCG-GGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACA

ACCCTTGTCCTTAGTTGCTACGC-—=-———— AAGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACA
ACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACA

kkhkkKk Kk o Kkkkoe *k Kk Kk * kK kKK -*.* : * k ***.**** *

AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACA
AACCGGAGGAAGGTGGGNATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACA
AACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACA
AACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACA
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AACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACA
AACTGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACA

khkk KAk hkkhkkkhkk Kk Kkhkk k KkhkAkkhkhkAkkkhk khk khkkhkkk kAkkKkAk K ek khkkk o kkkk

CGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGTAGCGAAACCGCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAA
CGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAA
CGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCTAGCGATAGTGAGCGAATCCCAAAAA
CGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAA
CGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAA
CGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAA
CGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACACAGCGATGTGATGCTAATCTCAAAAA
CGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAA
CGTCATACAATGGTCGGAACAGAGGGTTGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAA
CGTACTACAATGGTAGGGACAGAGGGCTGCAAGCCGGCGACGGTAAGCCAATCCCAGAAA

* kK .******** . *kkk kk kKK Kk * Kk Kk Kk « kK * kK Ak kK%

GTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTA
GTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTA
GCGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTA
GTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTA
GTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTA
GTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTA
GCCGATCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTA
ACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTA
ACCGATCGTAGTCCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGCTGGAATCGCTAGTA
CCCTATCTCAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTA

* x khkk KAk hkk kA k KkhkAkkhkAkhkAkkhkkAk k Kk KAkAkk khkAk kAR kAKkhA kK

ATCGTAGATCAGC-——=—===———— ==~~~ —————m——m——————————————————————
ATCGTAGATCAGCATG-CTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCA
ATCGCAAATCAGAATG-TTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
ATCGTGGATCAGAATG-CCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
ATCGTAGATCAGAATG-CTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
ATCGTAGATCAGAATG-CTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
ATCGCGGATCAGAATG-CCGCGGTGAATACGTCCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
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Burkholderia cepacia
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ATCGTGAATCAGAATG-TCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
ATCGCGGATCAGCATG-CCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCA
ATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA

* kK Kk Kk *****.

CACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACCTTTTAGGAGCTAGCCGTCG
CACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCTTAACCNTCGGGAGGGCG-TTTACC
CACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCG-CTTACC
CACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCG-CTTACC
CACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTA- - - ———————————————————————
CACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGTAGCTAGCCTAACTGCAAAGAGGGCG-GTTACC
CACCATGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGCTAGTCTAACCGCAAGGGGGACG-GTTACC
CACCATGGGAGTGGGTTTTACCAGAAGTGGCTAGTCTAACCGCAAGGAGGACG-GTCACC
CACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGCAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCG-CTTGCC

AAGGTGGGACAAATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAGCT-—=-——==——= === === ——————
ACGGTGTGATTCANGACNNGGG-—==—==——=———=—————————————————————————
ACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGGGAACCTGCGGT
ACTTTGCGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGA---——=-——————
ACGGTGTGGCCGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGCGGT
ACGGAGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGCGGC
ACGGTAGGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGC
ACGGTGTNNNNGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGC

TGGATCACCTCC-—————-
TGGATCACCTCCTTT--——
TGGATCACCTCCTTCCAGA
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C.ENZIMAS DE RESTRICCION

Cuadro 14. Enzimas de restriccion que digieren dos sitios de restriccion para las 10 bacterias utilizadas.

A. baumanii A. hydrophila B. cepacia E. cloacae E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa S. aureus S. epidermidis r?valtophi/ia
Accl Alwl AlwNI Al Accl. Al Accl. Al Avall ApalLl
Apol AlwNI Apol Banll AfllIE Banll Avall Avall Becl Apol
Aval Banll Asel Bmrl Aval Bpml Avrll BaeGl BseRI Banl
Avall Becl Avall BsmFl Banll BsiEl BaeGl Bccl BssKI Banll
Beal Bell Becl BspEl Bmrl BsmFlI Banll Begl BstNI Becl
Bpml BmgBI BcoDl BsrFl Bpml Bsml BcoDl Bsp12861 BtsClI BciVl
Bpu10l Bmrl BsiHKAI Btgl BpuEl BspEl Bmrl BsrFI CviQl Bmrl
BsaWl BpuEl BsmAl Eael BsmFl BsrBlI Bpml BssSI Faul BsiHKAI
BseRI BsaXiI BspEl _Eagl BsoBI BsrFl BsmAl BtsIMutl Fokl BspEl
BsiEl BsmFl Btsl EcoO1091 BspEl Btgl BsmFl EcoNI Nspl BsrGl
Bsml Bsp12861 EcoO1091 | EcoP15l BsrFl CviQl BspEl EcoP15I Pmll BstXIl
BsoBI BspEl Hincll ‘Hgal Eael EcoNI BsrFl Faul PspGl Eael
BstYI BsrBI Mmel Mmel Eagl Eco0O109I Eael Hindlll Rsal _Ecil
Eael BtsCl MspA1l Nspl EcoO1091 | EcoP15l EcoP15I Ncil Sau96l EcoNI
_Ecil BtsIMutl PpuMI SfaNI EcoP15I Hpy99I Hincll Pmil ScrFl EcoP15I
EcoO1091  Dralll Sacll Smal_ Hgal Mmel Msll Sau96l Smll Hincll
EcoP15I Eael Sfel Stul Hincll Nspl MspA1l Smil StyD4| ‘Hpal
Hpy99I EcoNI Smal Styl Hindlll Rsal ‘Sall Tfil ‘Taql MspA1l
HpyCH4l1ll | EcoP15I Sphl Tfil Mmel SfaNI Smal TspRI THil "Ncol
MspA1l Fokl Stul Tsp45| Nspl Smal Stul Xmnl Nspl
Ncil ‘Hgal TspMI TspMI Sall Stul TspMI SfaNI
Nspl MspA1l Xmal Xeml _Smal Styl Xmal Stul
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..CONTINUACION

Cuadro 14. Enzimas de restriccion que digieren dos sitios de restriccion para las 10 bacterias utilizadas.

_Sacll Nael Xmal Smill Tsp45l Xmnl Xmnl
Stul NgoMIV Xmnl Stul TspMI
Styl PpuMI Styl Xeml
Tsp45l Smll Tfil Xmal
Xeml Stul TspMI Xmnl
Styl Xmal
Tsp45l Xmnl
TspRI
Xmnl

Se muestra el listado de todas las enzimas para cada una de las bacterias. Las enzimas comunes en al menos seis bacterias se encuentran marcadas a

color, para su mejor visualizacion.
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D.CUANTIFICACION DE ADN

Cuadro 15. Cuantificaciéon de ADN extraido por el método de ebullicion, a partir de la

absorbancia a diferentes longitudes de onda

Longitud de onda

Bacterias 260nm 280nm 320nm Concentracion

ug/mL

A. baumannii 0.381 0.312 0.213 19.050
0.214 0.178 0.121 10.700

A. hydrophila 0.021 0.02 0.016 1.050
0.467 0.378 0.251 23.350

B. cepacia 0.198 0.118 0.024 9.900
0.083 0.055 0.018 4.150

E. cloacae 0.178 0.113 0.035 8.900
0.031 0.021 0.012 1.550

E. coli 0.255 0.189 0.11 12.750
0.027 0.019 0.01 1.350

K. pneumoniae 0.386 0.285 0.138 19.300
0.17 0.108 0.039 8.500

P. aeruginosa 0.477 0.289 0.094 23.850
0.402 0.24 0.077 20.100

S. aureus 0.249 0.154 0.044 12.450
0.031 0.021 0.011 1.550

S. epidermidis 0.038 0.034 0.026 1.900
0.169 0.097 0.018 8.450

S. maltophilia 0.269 0.237 0.178 13.450

1.011 0.854 0.633 50.550




E.PCR in silico

Cuadro 16. PCR in silico de las 10 bacterias utilizadas en este estudio, con los tres sets de iniciadores seleccionados

Comly Com 2 ER10y ER11 P11Py P13P
Bacteria Posicion Match Tm Amplicon Posicion Match Tm Amplicon Posicion Match  Tm Amplicon
Acinetobacter 507 --> 524 100% 56.6 91 --> 107 100% 58.3
B 408 254 -
baumannii 897 <-- 915 97% 41.4 329 <-- 345 100%  56.9 1360 <-- 1379  98%  55.2
Aeromonas 521-->538  100%  56.6 106 -->122  100%  58.3 1178 -->1196  79%  48.1
. 407 254 215
hydrophila 910 < 928 97% 41.4 344 < 360 94% 56.9 1374<--1393  100%  59.9
Burkholderia 589-->606  100%  56.6 174 --> 190 97% 51.9 1240 ->1258  83%  48.1
) 406 254 215
cepacia 977 <-- 995 100% 50.2 412 <-- 428 100% 56.9 1436 <-- 1455 95%  55.2
Enterobacter 510 --> 527 100%  56.6 406 95 -->111 100%  58.3 - 1165 --> 1183 83%  48.1 )15
cloacae 898 <-- 916 95% 34.2 333 <--349 100%  56.9 1361<-1380 100%  59.9
- 0, _— 0, _— 0,
Escherichia coli 518-->535  100%  56.6 407 103-->119  100%  58.3 - 1174 ->1192  83%  48.1 )15
907 <--925 97% 41.4 341<--357  100%  56.9 1370<--1389  100%  59.9
Klebsiella 484 -->501  100%  56.6 407 69 --> 85 100%  58.3 - 1140 ->1158  83%  48.1 )1
pneumoniae 873 <-- 891 97% 41.4 307<-323  100%  56.9 1336 <--1355  100%  59.9
Pseudomonas 501-->518  100%  56.6 87 --> 103 100%  58.3 1157 -->1175  83%  48.1
. 407 253 215
aeruginosa 890 <-- 908 97% 41.4 324<-340  100%  56.9 1353<--1372  100%  59.9
Staphylococcus 511-->528  100%  56.6 408 87 --> 103 100%  58.3 263 1169 -->1187  83%  48.1 )15
aureus 901<-919  100%  50.2 334<-350 100%  56.9 1365<--1384  95%  55.2
Staphylococcus 455-->472  100%  56.6 31-->47 100%  58.3 1113 -->1131  83%  48.1
dermidi 408 263 -
eplaermiais 845<--863  100%  50.2 278<-294  100%  56.9
Stenotrophomonas 498 --> 515 94% 56.6 408 83 -->99 94% 56.2 254 1156 --> 1174 83% 48.1 216
maltophilia 888<-906  100%  50.2 321<-337  100%  56.9 1353<--1372  100% 59.9
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F. GELES DE AGAROSA CON DIFERENTES
CONDICIONES

Figura 15. Amplificacién con los tres sets de iniciadores a una concentracién de 10um y

temperatura de anillamiento a 55°C
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Geles de agarosa al 1% con buffer TBE 1X. Se utilizaron 3uL de GelRed 100X en cada
muestra para el revelado y 5uL del producto de amplificaciéon. Se cargaron 8uL en cada pozo.
MM: marcador de masa molecular, se utiliz6 5uL de DNA Mass Ladder de New England
Biolabs, mas 3uL de GelRed 100X. Los geles se corrieron a 90V por 30 min. La flecha indica
la posiciéon aproximada de la banda esperada. Los circulos indican una banda no esperada
debido a contaminacion. A: iniciadores ER10 y ER11. B: iniciadores Com1 y Com2. C:
iniciadores P11P y P13P.
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G.ALINEACION DE LAS SECUENCIAS DEL GEN 16S ARNr DE LAS 10 BACTERIAS
UTILIZADAS EN ESTE ESTUDIO AMPLIFICADAS CON LOS INICIADORES Com1y

Com2

baumannii
hydrophila
cepacia
cloacae
coli
pneumoniae
aeruginosa
aureus
epidermidis
maltophilia

baumannii
hydrophila
cepacia
cloacae
coli
pneumoniae
aeruginosa
aureus
epidermidis
maltophilia

baumannii
hydrophila
cepacia
cloacae
coli

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGT
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGT
CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGC
CAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGT
CAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGC

khkAkkkhk Ak Ak Ak h Ak Ak Ak hh*k * kK *k kk kKA kK khkkhkk Akk kA KkkA XAk AKX KA KK

GCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTG
GCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTG
GCGTAGGTGGTTATTTAAGTCCGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAACTGCAGTG
GCGCAGGCGGTTTGSTAAGACCGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTG
ACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGNATTGCATTT
ACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCT
ACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTT
ACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTC
GCGTAGGCGGCTTATTAAGTCGGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATTC
GCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCC

*k kkk KKk * kK * Akkkhkkhkk KAk*k *kk Kk k * k * k

GAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATG
GAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATG
GATACTGGATGACTAGAATGTGGTAGAGGGTAGCGGAATTCCTGGTGTAGCAGTGAAATG
GTGACTGGCAGGCTAGAGTATGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATG
AAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATG
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GATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATG
GAAACTGGCAGGCTGGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATG
GAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATG
GATACTGGTGAGCTAGAGTATGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATG

AAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATG
* % * *Kk Kk K * Kok ok koK *  kkkkk ok kkkkkkk kkkkkokkk

CGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGA-AGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCT
CGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGA-AGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCT
CGTAGAGATCAGGAGGAACATCCATGGCGA-AGGCAGCTACCTGGACCAACATTGACACT
CGTAGAGATGTGGAGGAATACCGATGGCGA-AGGCAGCCCCCTGGGCCAATACTGACGCT
CGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGA-AGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCT
CGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGA-AGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCT
CGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGA-AGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCT
CGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGA-AGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCT
CGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGGGAAGGGCAGCCATCTGGCCTAATACTGACGCT
CGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGA-AGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACT

*k kkk KKk * Ak kkk Kk K *kk kK * kK * *k Kk Kk K * Ak kk A%k

GATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAAC
CATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAAC
CAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
CAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
CAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
CAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC
GAGGTACGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAAC
GAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAAC

* K KAhkAKRkhkAk* KAhAAdhA *AAXAIAAXAIAAXA A AR A AR A AR A AR A A XA A XA, Kk Kk (kA kx%

GATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCA
GATGAGTGCTAAGTGTTACGGGGTTTCCGCCCCTTANTGCTGCAGCTAACGCATTAANCA
GATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGCAGTATCGAANNTAACGCGTTAAGTT
GATGTCAACTAGTTGTTGGGGAT-TC-ATTTCCTTAGTAACGTAGCTAACGCGTGAAGTT
GATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTT-GAGACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATC
GATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTT-GAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTC
GATGTCGATTTGGA-GTTGTGCCCTT-GAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATC
GATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTT-GAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATC
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GATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTT-GAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTA
GATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTT-GAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTC

* kK Kk * * * K * ok k kKK * k

CTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
CTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
CGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGG
GACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGG
GACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGG
GACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGCATTGACGG
GACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGG
GACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAATTGACGG
GACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGG

*AhkAkkk Ak Ak Ak Ak Ak hh kK * ok ok kKK * Ak kAkkAkAkKhkAk k Ak AkAkhkA kK
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Figura 16. Organizacion para un laboratorio de biologia molecular, con instalaciones

separadas para la preparacion de amplificaciones por PCR
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