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RESUMEN

Bartonella bacilliformis, agente causal de la Enfermedad de Carrién transmitida
por insectos flebotominos del género Lutzomyiay otros, es una endemia ancestral
que afecta especialmente a la poblacibn mas pobre de nuestros valles
interandinos. En el Perl esta presente en 12 de 25 departamentos. Es endémica
en Ancash, Cajamarca, Amazonas, Cusco, La Libertad y Piura. Pocas son las
investigaciones acerca de la susceptibilidad in vitro a antimicrobianos de
Bartonella bacilliformis, no se cuenta con una prueba estandarizada de
antibiograma para esta bacteria, como tampoco se conocen los mecanismos de
resistencia ni las secuencias de los genes asociados a dicha resistencia. Por
consiguiente, se ha planteado evaluar la resistencia antimicrobiana in vitro de
cepas de Bartonella bacilliformis aisladas de zonas endémicas, mediante métodos
convencionales y métodos moleculares, con la finalidad de conocer la resistencia
a drogas de las cepas circulantes en las zonas endémicas.

En el presente trabajo se obtuvieron muestras sanguineas de 47 pacientes
procedentes de Piura, Cusco y Ancash las cuales se sembraron en placas de
agar sangre e incubaron a 30°C con 5% CO,. Se ha estandarizado un método de
difusién por disco (para el antibiograma) y la prueba de Epsilon (para determinar
la concentracién minima inhibitoria) para el estudio in vitro de la susceptibilidad
antimicrobiana de B. bacilliformis, empleando los aislados clinicos y una cepa del
Instituto Pasteur de Francia. Luego se procedi6 a extraer el DNA gendmico,
amplificar los genes mencionados, secuenciarlos y analizarlos mediante
herramientas bioinformaticas.

Se obtuvieron 3 cultivos positivos. Las cepas fueron sensibles a la ciprofloxacina,
gentamicina, rifampicina, eritromicina, cloranfenicol, ceftriaxona y amoxicilina y
resistentes al 4cido nalidixico. Del analisis de las secuencias aminoacidicas de las
proteinas de GyrA, GyrB, ParC y ParE de B. bacilliformis, asociados a la
resistencia de las quinolonas (ciprofloxacina, acido nalidixico) se concluye que
presentan diferencias aminoacidicas de Ser por Ala, en comparacién con las
secuencias de las proteinas respectivas de E. coli K12 MG1655. Esta diferencia
probablemente confiera resistencia al 4cido nalidixico pero no a la ciprofloxacina
en B. bacilliformis. Se determin6 que las QRDR de las proteinas GyrA, GyrB, ParC
y ParkE de B. bacilliformis estan comprendidas entre los aminodcidos 74 a 124, 428
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a 426, 67 a 118, y 473 a 530, respectivamente. Para el antibiético rifampicina se
determin6 la RRDR en el gen rpoB comprendida entre los aminoacidos 521 a
547,y para el gen rplD de la proteina L4 relacionado con resistencia a eritromicina
reportamos la ERDR nunca antes mencionado y comprende los aminoacidos 60 a
79, siendo el primer reporte para este gen en Bartonella bacilliformis. Finalmente
en el modelamiento de las estructuras terciarias de las regiones determinantes de
resistencia se apreciaron cambios en las posiciones de Ser por Ala, y estos
cambios permiten una deébil interaccidon con la droga. Al evaluar los perfiles de
hidrofobicidad de los aminoacidos pertenecientes a la region determinante de
resistencia, nos permitié inferir que los cambios de aminoacidos con propiedades

diferentes como Ser por Ala contribuyen a la resistencia.

Palabras Claves: region determinante de resistencia; quinolonas; genes gyrA,
gyrB, parC, parE, rpoB, rplD; resistencia antimicrobiana.
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ABSTRACT

Bartonella bacilliformis, the causal agent of Carrion's disease, is transmitted by
sandflies Lutzomyia. In Peru it is an ancestral endemic disease and we can found
it in twelve of twenty five departments. It is endemic in Ancash, Cajamarca,
Amazonas, Cusco La Libertad and Piura. There are very few investigations about
the in vitro antimicrobial susceptibility of Bartonella bacilliformis and there is no
standardized antibiogram test for this bacteria. The resistance mechanisms or the
sequences of the genes associated with this resistance are not known, for this
reason we proposed to evaluate the in vitro antimicrobial resistance in Bartonella
bacilliformis strains isolated from endemic areas, by conventional and molecular
methods, with the purpose of knowning drug resistance strains in endemic areas.
We obtained 47 blood samples from Piura, Cusco and Ancash patients, which
were streaked on blood agar and incubated at 30° C with 5% CO,. A method of
disk diffusion (for susceptibility testing) and Epsilon test (to determine the
minimum inhibitory concentration) are standardized for the in vitro study of the
antimicrobial susceptibility of B. bacilliformis using the clinical isolates and as a
control one strain of Pasteur Institute, France. We extracted the genomic DNA,
amplifying the genes, sequence them and analyzed using bioinformatics tools.
Three positive cultures were obtained. The strains were sensitive to ciprofloxacin,
gentamicin, rifampicin, erythromycin, chloramphenicol, ceftriaxone and amoxicillin
and they were resistant to nalidixic acid. Analysing the amino acid sequences as
associated with quinolone resistance GyrA, GyrB, ParC and ParE (ciprofloxacin,
nalidixic acid) it is found that amino acid differences presented Ser to Ala, as
compared with the sequences of E. coli K12 MG1655. This difference would
confer resistance to nalidixic acid but not to ciprofloxacin in B. bacilliformis. It was
determined that the differences GyrA QRDR, GyrB, ParC and ParE B. bacilliformis
protein are between amino acids 74-124, 428-426, 67-118, and 473-530,
respectively. For the RRDR rifampicin was determined in the rpoB gene around
521-547 amino acids positions, and for rpID gene of protein L4 related
erythromycin resistance never report the ERDR, between amino acids 60 and 79,
being the first report for this gene in Bartonella bacilliformis. Finally modeling the
tertiary structures of the resistance determining regions changes in the positions of
Ser for Ala were noted and these changes allow a weak interaction with the drug.
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In evaluating the hydrophobicity profiles of amino acids belonging to the resistance
determining region, allowed us to infer that the amino acid changes with different

properties as Ser by Ala contributes to resistance.

Key words: resistance determinate region; quinolone; genes gyrA, gyrB, parC,

parE, rpoB, rplD; antimicrobial resistance.



1. INTRODUCCION

Bartonella bacilliformis fue descrita en 1909 por Alberto Barton. Es un bacilo
gram negativo, pleomorfico, intracelular de 0.2-0.5 por 1-2 um, aerdbico, no
fermentativo, con 2 a 16 flagelos lofotricos que le confiere alta movilidad (Maurin
et al., 1997). Esta bacteria causa la Enfermedad de Carrién (Burstein y Mayta
2007; Pachas, 2001, Amano et al., 1997), una enfermedad endémica ancestral
pre-colombina que afecta especialmente a la poblacion mas pobre de los valles
interandinos del Peru. Esta enfermedad es de notificacién obligatoria en el pais y
sus tasas de incidencia por regiones han variado a lo largo de décadas, con un
nuamero elevado de casos en Amazonas, Ancash y Piura en los ultimos afos
(DGE, 2013). El principal vector implicado en la transmision de B. bacilliformis es
la hembra del mosquito del género Lutzomyia, siendo en el Peru Lutzomyia
verrucarum, la especie mas frecuente encontrada entre los 5° y 13° 13’ de latitud
sur (Andre et al., 1998).

Se han usado diferentes antibacterianos para tratar infecciones con B.
bacilliformis, como eritromicina, cloranfenicol y rifampicina, entre otros (MINSA
2006, Rolain et al., 2004). El tratamiento con estas drogas produce rapida
desaparicion de la bacteria en sangre, sin embargo, se ha reportado persistencia
de la bacteremia después de retirar estos antibiéticos (Perez et al., 2010; Biswas
y Rolain 2010; Rolain et al., 2004; Henriquez et al., 2004).

La ciprofloxacina (Cip), que tiene una buena penetracion intracelular, se ha
incluido como tratamiento de primera linea en el Peru (MINSA 2006; Tarazona et
al., 2006), lo cual ha sido aparentemente exitoso (Maguifa et al., 2001; Rolain et
al., 2004), pero existen reportes que después del tratamiento con Cip el 22.6% de
los pacientes presentan bacteriemia asintomatica crénica (Pachas, 2000).
Estudios previos han demostrado B. bacilliformis con susceptibilidad disminuida a
la Cip también como a otras fluoroquinolonas (Flores, 2008; Dérbecker et al.,
2006; Sobraques et al, 1999). Asimismo, se ha determinado que las
fluoroquinolonas usadas en monoterapias pueden ser inefectivas porque se han

aislado facilmente B. bacilliformis resistentes a Cip in vitro (Biswas et al., 2007).



Recientemente se ha determinado que B. bacilliformis presenta resistencia
constitutiva a quinolonas (Del Valle, 2010), aconsejandose no usar Cip para tratar
la bartonelosis. Asimismo, se ha demostrado que existen cepas de Bartonella
bacilliformis que estan adquiriendo resistencia a rifampicina y eritromicina ademas
de Cip (Biswas et al., 2007; Minnick et al., 2003). Maguifa et al. (2008) afirma que
la mayoria de estos tratamientos se han definido basandose en opinion de
expertos o estudios pequenos controlados, haciéndose necesaria la ejecucion de
ensayos clinicos randomizados y controlados para la busqueda de un mejor
tratamiento. Actualmente se estan presentando fallas en el tratamiento con Cip
como lo sefiala Guerrero J, (Comunicacion verbal) del centro de salud de

Huancabamba.

Hay pocas investigaciones acerca de la susceptibilidad a antimicrobianos in
vitro de B. bacilliformis, no existe un antibiograma estandarizado para esta
bacteria, tampoco se conocen los mecanismos de resistencia ni las secuencias de
los genes asociados a dicha resistencia. En este sentido se ha estudiado la
resistencia antimicrobiana in vitro de cepas de B. bacilliformis aisladas de zonas
endémicas del Perl, con métodos convencionales (prueba de difusion de disco en
placas, prueba Epsilon para la determinacién de la Concentracién Minima
Inhibitoria) y moleculares (amplificacion por PCR y secuenciamiento de las
regiones determinantes de resistencia de los genes asociados a ésta) con la
finalidad de conocer la resistencia a drogas de las cepas circulantes en las zonas
endémicas en estudio y determinar la ocurrencia o no de mutaciones asociadas a
dichas resistencias y contribuir a mejorar el tratamiento antibidtico de la
Enfermedad de Carrion y la vigilancia de la resistencia a antimicrobianos.



2. ANTECEDENTES

2.1.- Bartonella bacilliformis

Es la causante de la enfermedad de Carridn y transmitida por la picadura del
mosquito flebdétomo del género Lutzomyia y es endémica en el Peru, Ecuador y
Colombia (Maguifa y Gotuzzo, 2000; MINSA, 1998). La Enfermedad de Carrion
se presenta principalmente en valles interandinos ubicados entre 500 y 3200
m.s.n.m de algunas regiones del Peru. Estos valles tienen las condiciones
ecoldgicas propicias para que el vector Lutzomyia verrucarum viva y transmita la
enfermedad (Caceres, 1993; Herrer, 1990).

2.2.- Epidemiologia de la Enfermedad de Carrién

En el afno 2003 se ha notificado la existencia de nuevas areas endémicas de la
Enfermedad de Carridbn y nuevos vectores de esta enfermedad, en zonas con
ecologia de selva alta, como en algunas provincias de la Region Nororiental del
Marafién y en el Cuzco (Tejada et al., 2003). Esta enfermedad es de notificacion
obligatoria en el pais y sus tasas de incidencia por regiones han variado a lo largo
de varias décadas, con un numero elevado de casos en Amazonas, Ancash y
Piura en los ultimos anos (DGE, 2013), como se observa en la Figura 1.



ANOS

i 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
CAJAMARCA 4126 1487 957 738 399 145 286 156 65
ANCASH 3214 1515 700 503 143 103 115 192 102
LA LIBERTAD 1787 1450 966 65 1 4 9 10 17
AMAZONAS 823 378 294 144 66 30 39 116 64
PIURA 129 76 38 70 71 44 248 62 619
LIMA 209 224 87 10 2 0 1 0o 37
cusco 22 157 36 122 28 5 3 6 8
HUANUCO 195 36 19 6 3 1 4 1 0
AYACUCHO 0 124 83 6 A 3 2 10 12
PUNO 0 51 32 1 0 0 0 0 0
LAMBAYEQUE 6 22 9 8 0 1 5 8 0
LORETO 0 26 7 0 0 0 0 0 0
SAN MARTIN 6 8 5 1 A 0 0 0 3
JUNIN 0 8 l, 0 0 0 0 0 1
PASCO 0 0 0] 1 0 0 0 0 0
MADRE DE DIOS 0 0 1 0 0 0 0 0 0]
APURIMAC 0 0 (0] 0 0 0 0 0 0
TACNA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CALLAO 0 0] 0] 0 0 0 0 0 0]
ICA 0 0 0 0 0 0 ] 0 0
AREQUIPA 0 0 0] 0 0 0 0 0 0
UCAYALI 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HUANCAVELICA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MOQUEGUA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TUMBES 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total general 10517 5562 3233 1675 721 336 712 561 928

Figura 1. Enfermedad de Carrién segln departamentos en el Peru: afios 2005 -2013
[Fuente: Red Nacional de Epidemiologia (RENACE) — DGE, 2013].

2.3 Caracteristicas clinicas

Existen dos fases clinicas bien diferenciadas de esta enfermedad: la fase
aguda o anémica caracterizada por anemia hemolitica y la fase cronica
caracterizada por la presencia de verrugas, la primera puede ser mortal si no es

tratada a tiempo (Maguifna et al., 2001).

a) Fase anémica

Es la forma de presentacion mas grave, tiene un periodo de incubacién
promedio de 61 dias (rango de 10-210) (Maguifia y Gotuzzo, 2000). Los sintomas
mas frecuentes son: fiebre, malestar general, escalofrios leves, mialgias,
artralgias, cefalea, nduseas, vomitos, palidez, ictericia (Maguina, 1993).



b) Fase eruptiva

Se observa generalmente en nifios que viven en areas endémicas; sin
embargo, mientras que en algunas zonas es la principal forma clinica de
presentacién, con baja letalidad, ejemplo Callejon de Huaylas y Conchucos en
Ancash y en la provincia de Manabi en el Ecuador, en otras areas predomina la
forma anémica con alta letalidad y muy pocos casos de la forma eruptiva como lo
muestra la Figura 2. Durante el brote en las provincias de La Convencion vy
Urubamba en Cusco no se observé la fase eruptiva en ningln paciente hasta seis
meses después de haber sufrido la fase aguda. Aunque no se encontré diferencia
en el secuenciamiento del gen de la citrato sintetasa de B. bacilliformis no se
descarta la posibilidad de que exista variacion genética con cepas aisladas de
otras regiones (Ellis et al., 1999).

Figura 2. Forma eruptiva de la enfermedad de Carrién.
[Fuente: Minnick; Battisti JM. 2009].

2.4 Diagnéstico

Los métodos de diagndstico actualmente utilizados tienen muchas limitaciones.
El frotis de sangre periférica es un método sencillo y de bajo costo pero tiene el
inconveniente que es poco sensible (Ellis et al.,, 1999) y depende principalmente
de dos factores: una buena toma de muestra y de personal debidamente
capacitado para la lectura del frotis. El diagnéstico por cultivo es mas sensible que
el frotis, pero se necesita mayor infraestructura y tecnologia; requiere de la
preparacion de medios de cultivo muy enriquecidos, que faciimente se
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contaminan, ambientes especiales como camara de flujo laminar para realizar la
siembra, una temperatura de incubacién de 28°C, periodos de incubacién
prolongados hasta por ocho semanas (Pachas, 2001). El diagnéstico seroldgico
por ELISA desarrollado por Knobloch (1988) necesita la preparacion de un
antigeno altamente purificado (Malqui et al., 2000). Asimismo, el ELISA indirecto
del lisado total de B. bacilliformis para el diagnéstico rapido de la Enfermedad de
Carrion en donde no mostré que fuese una herramienta diagndstica, a pesar de
su aceptable especificidad (94,1%), presenté una baja sensibilidad (68,6 %) y
VPN (64,0 %) (Anaya et al., 2008).

2.5 Tratamiento de la Enfermedad de Carrion

El tratamiento depende de la situacién clinica. Estudios in vitro han
demostrado que la penicilina, amoxicilina, cefalosporinas, tetraciclina,
flouroquinolonas, macrdlidos, rifampicina y cloranfenicol tienen buenos niveles de
inhibicidn mediante estudios de la concentracidon minima inhibitoria (MIC); en
cambio, vancomicina, los aminoglicosidos, clindamicina, imipenem requieren
dosis mas altas para inhibirla y por ello no son buenos medicamentos contra B.
bacilliformis (Maguina et al., 2008).

Los farmacos recomendados incluyen antibiéticos de accidén bacteriostatica,
pero debido al ciclo biolégico intracelular y extracelular de Bartonella, el
tratamiento consiste en usar dos 0 mas antimicrobianos. El tratamiento en la fase
aguda es muy efectivo con antibiéticos como cloranfenicol s6lo o combinado con
B-lactamicos (penicilina) o quinolona (Vega y Ariza, 2008) y el uso de
ciprofloxacina es de gran utilidad.

Para la fase aguda grave de la enfermedad de Carridn, se utiliza como primera
linea ciprofloxacina mas ceftriaxona o ceftriaxona més cloranfenicol. Para la fase
cronica eruptiva, el tratamiento de primera linea en todos los casos es
azitromicina a una dosis de 10 mg por Kg/dia por 7 dias (Tarazona et al., 2006).
La mayoria de estos tratamientos se han definido basadndose en opinidén de
expertos o estudios pequenos controlados, haciéndose necesaria la ejecucién de



ensayos clinicos randomizados controlados para la busqueda de un mejor
tratamiento para ambas fases (Maguiia et al., 2008).

2.6 Resistencia a antibioticos y genes asociados

Aunque un gran numero de antibidticos se utilizan clinicamente, las dianas que
inhiben son limitadas, y estos se clasifican sobre la base de su estructura y modo
de accion. Las principales clases de antibidticos inhiben cuatro blancos clasicos
(Figura 3) que son la sintesis de: pared celular, proteinas, DNA, RNA vy folato
(Walsh, 2003).

PBP

Cytoplasmic membrane é E é S —

Quter membrane

Cell wall biosynthesis

Cell wall
(peptidoglycan)

++++++++

DMA gyrase
DNA W T ¥
i dTTP DHP

RNA - mRNA
polymerase

! J
dTMP DHF

ribosome K l
dUMP THF

Folic acid

metabolism

Gram-negative Gram-positive

Figura 3. Blancos de antibiéticos en bacterias Gram positivas y Gram negativas.
[Fuente: Hiroshi y Katsumata, 2006].



Se ha demostrado mediante estudios in vitro la sensibilidad de B. bacilliformis
a los antibidticos utilizando como medio de cultivo agar Columbia enriquecido con
10% de sangre de caballo, con antibibticos diluidos a diferentes concentraciones,
determinando que las cuatro cepas utilizadas de B. bacilliformis KC583 (ATCC
35685), KC584 (ATCC 35686), Acochaca y Monzdn (cepas peruanas) tienen un
patrén homogéneo de alta sensibilidad a muchos antibiéticos beta lactamicos
(excepto para oxacilina, cefalotina y cefotetan), aminoglucédsidos, cloranfenicol,
macrolidos, doxiciclina, cotrimoxazol, rifampicina y vancomicina. Entre las
quinolonas ciprofloxacina y sparfloxacina son las mas efectivas. Clindamicina y
colistina tienen poca efectividad en inhibir el crecimiento de B. bacilliformis como
se muestra en la Tabla 1 (Sobraques et al., 1999).

Otros estudios han demostrado la sensibilidad de otras especies de Bartonella
patdbgenas para el humano a los macrélidos (lves et al, 1997) y a otros
antibiéticos (Maurin et al., 1995). Los resultados de susceptibilidad de las otras
Bartonellas comparados con la susceptibilidad de B. bacilliformis son muy

similares.



Tabla 1. Concentracidon Inhibitoria Minima de cepas de B. bacilliformis mediante la técnica de

dilucién en agar, con Agar Columbia.

CIM (ug/ml) de cepas de B. bacilliformis

Antibiéticos ATCC ATCC Acochacha Monzon
35685 35686 812 269
Penicilina G 0.015 0.015 0.03 0.03
Oxacilina 0.5 0.25 0.5 0.5
Amoxicilina 0.03 0.03 0.06 0.06
Amoxicilina-clavulanato 0.03-0.003  0.03-0.003  0.06-0.006  0.06-0.006
Ticarcilina 0.06 0.06 0.12 0.12
Cefalotina 8 4 8 8
Cefotetan 2 2 2 2
Cefotaxima 0.06 0.03 0.12 0.12
Ceftriaxona 0.003 0.003 0.006 0.003
Ceftazidima 0.25 0.12 0.25 0.25
Imipenem 1 0.5 1 1
Streptomicina 4 4 4 4
Gentamicina 1 1 2 2
Tobramicina 2 2 4 4
Amikacina 4 2 8 4
Eritromicina 0.06 0.06 0.06 0.06
Azitromicina 0.015 0.015 0.015 0.015
Claritromicina 0.03 0.015 0.03 0.015
Roxitromicina 0.03 0.03 0.03 0.03
Clindamicina 64 32 64 64
Doxiciclina 0.03 0.03 0.03 0.06
Pefloxacina 2 2 2 1
Ciprofloxacina 0.25 0.5 0.5 0.5
Sparfloxacina 0.25 0.25 0.25 0.25
Tianfenicol 0.25 0.25 0.25 0.25
Trimetoprim-sulfametoxazol 0.8-4 0.8-2 0.8-4 0.4-2
Rifampina 0.003 0.003 0.003 0.003
Fosfomicina 16 8 16 16
Colistina 16 16 16 16
Vancomicina 8 4 8 8

[Fuente: Sobraques et al., 1999]



La resistencia a las fluoroquinolonas esta asociada con mutaciones en los
genes gyrA y parC (Figura 4.D). Se ha reportado que las especies de Bartonella
presentan una mutacién natural en la posicién 83 (numeracion de E. coli) (Del
Valle et al, 2010; Angelakis et al., 2008; Biswas et al., 2008). Esta mutacion
natural en la posicion 83 puede explicar la heterogeneidad de susceptibilidad a
fluoroquinolonas reportados en otras bacterias intracelulares tales como
Tropheryma whipplei y bacterias del género Brucella (Angelakis et al., 2008;
Rolain et al., 2004). En las pruebas de susceptibilidad in vitro de 31 cepas de
Bartonella spp. las fluoroquinolonas fueron los antimicrobianos mas potentes
(Doérbecker et al., 2006).

Ademas, estudios previos han demostrado una susceptibilidad disminuida de
B. bacilliformis a la Cip, también como a otras fluoroquinolonas (Quispe, 2009;
Flores 2008, Dérbecker et al., 2006, Sobraques et al., 1999). Asimismo, se ha
determinado que las fluoroquinolonas usadas en monoterapias pueden ser
inefectivas porque se han aislado facilmente B. bacilliformis resistentes a Cip in
vitro (Biswas et al., 2007). Recientemente, se ha determinado que B. bacilliformis
presenta resistencia constitutiva a la quinolona acido nalidixico (Nal) (Del Valle et
al., 2010; Quispe 2009).
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Figura 4. Mecanismos moleculares de resistencia a antibioticos en Bartonella spp. (A) Resistencia
de macrolidos debido a cambios en la subunidad ribosomal 50S. (B) Resistencia de
aminoglucésidos debido a cambios en la subunidad ribosomal 30S. (C) Resistencia de rifampicina
debido a cambios en el gen rpoB. (D) Resistencia de fluoroquinolonas debido a cambios en el gen

gyrA.
[Fuente: Biswas y Rolain, 2010]

El cloranfenicol es efectivo, pero no en todos los pacientes con la Enfermedad
de Carrién, las fallas terapéuticas y la persistencia de la bacteriemia han sido
reportadas sin eliminar el riesgo del paciente en desarrollar la fase verrucosa de
esta infeccion (Rolain et al., 2004).
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La resistencia a eritromicina esta asociada a los genes: rRNA 23S y los de las
proteinas ribosomales de la subunidad 50S (Figura 4.A). Por estudios in vitro para
B. quintana luego de 16 pasajes con el antibiético, se encontré una insercion de
27 bases nucleotidicas lo que resulta en la insercion de 9 aminoacidos repetidos
comprendidos entre R71 y A72 para la proteina L4 ribosomal (Meghari et al.,
2006). Para B. henselae se han reportado varias mutaciones en el gen que
codifica el rRNA 23S (A2058G, A2058C y C2611T) y en la proteina L4 en donde
se han encontrado mutaciones de aminoacidos G71R y H75Y cuyo fenotipo
resulté eritromicina resistente (Biswas et al., 2006).

La resistencia a gentamicina esta asociada a los genes: rRNA 16S y los genes
de las proteinas ribosomales 30S (Figura 4.B). Por estudios in vitro para B.
henselae se obtuvo un mutante resistente a gentamicina luego de 9 subcultivos
con el antibiético gentamicina; caracterizando el gen rRNA 16S se encontré una
mutacién de G por A en la posicion 1408 (Numeracion de E. coli K-12 MG1655).
Aunque se obtuvo un mutante resistente in vitro después de 9 pasajes, l0 que
sugiere que la seleccidon de tales cepas resistentes a gentamicina no es probable
que se produzca in vivo (Biswas et al., 2008). Esta mutacion también se ha
reportado en aislados clinicos para otras bacterias (Pfister, 2003; Mingeot, 1999;
Rchet, 1999; Davies y Wright, 1997).

La resistencia a rifampicina esta asociada al gen rpoB (subunidad Beta de la
RNA polimerasa) (Figura 4.C). Por estudios in vitro en B. bacilliformis (Biswas et
al., 2007) y B. quintana (Biswas et al., 2009a) se han obtenido cepas resistentes a
rifampicina, mostrando una mutacién en la posicién 531 (Ser—Phe), este mismo
aminoacido es uno de los mas frecuentemente mutados en cepas resistentes a
este mismo antibiético en otras especies bacterianas como Mycobacterium
tuberculosis (Yam et al., 2004; Telenti et al., 1993).
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1HIPOTESIS
En base a que algunas cepas de Bartonella bacilliformis aisladas en zonas
endémicas del Perd, presentan susceptibilidad disminuida a algunos farmacos
como la ciprofloxacina; se postula la existencia de mutaciones nucleotidicas en

las regiones de los genes asociados a la resistencia antimicrobiana.

3.20BJETIVOS

Objetivos General.
» Caracterizar las regiones determinantes de los genes asociados a
resistencia antimicrobiana de cepas Bartonella bacilliformis aisladas de

zonas endémicas.

Objetivos Especificos.
» Aislar cepas de Bartonella bacilliformis de casos clinicos de las zonas
endémicas.
» Evaluar la susceptibilidad antimicrobiana mediante la prueba de difusién
en disco (Kirby-Bauer) de las cepas aisladas.
> Determinar la Concentracién Inhibitoria Minima por la prueba Epsilon.
» Identificar las regiones de aminoacidos que comprenden las regiones

determinantes de resistencia en B. bacilliformis.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Area de estudio

Se realizaron muestreos en las siguientes zonas endémicas de la Enfermedad
de Carrién (MINSA, 2009):
a) Sondor, Sondorrillo, Carmen de la Frontera pertenecientes a la provincia de
Huancabamba, departamento de Piura.
b) Caraz, departamento de Ancash.
c) Cuzco.
Se colectaron 47 muestras de sangre venosa en tubos al vacio con
anticoagulante a personas con sintomas de la enfermedad segun su historia

clinica.

Declaracién de Etica

El estudio fue aprobado bajo los lineamientos del Comité de Etica de la
Facultad de Ciencias Biologica de la UNMSM. Todos los pacientes o adultos
responsables firmaron por escrito el consentimiento informado para la toma de

muestra de sangre y su posterior analisis para fines de investigacion.

Criterios de inclusion para la toma de muestra

» Pacientes con diagndstico presuntivo de Enfermedad de Carrién sobre la
base de la coloracion Giemsa del frotis sanguineo, antes de iniciar el
tratamiento, o con tratamiento en proceso o con tratamiento finalizado.

» Pacientes con diagnéstico confirmativo a la Enfermedad de Carrion sobre
la base de hemocultivos positivos, antes de iniciar el tratamiento, o con

tratamiento en proceso o con tratamiento finalizado.

4.2 Aislamiento de cepas

Para el aislamiento de B. bacilliformis a partir de sangre de pacientes, se
emplearon placas de agar Columbia suplementado con 5% de glébulos rojos de
carnero y 2% de suero bovino fetal, asi como tubos con medio bifasico
compuestos por una fase sélida del medio de cultivo ya descrito y una fase liquida
de caldo infusion cerebro corazén (BHI) (Coleman y Minnick, 2003; Colichdén y De
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Bedon, 1973). Las placas se sembraron por diseminacién con 200 ul de sangre
del paciente y los tubos con medio bifasico con la adicién de 800 a 1000 pl de
sangre, siguiendo con la metodologia de Quispe (2009). Los cultivos se incubaron
a 30°C con 5% de CO. a una humedad relativa de 100% (Quispe, 2009; Minnick
et al., 2003) por seis a ocho dias hasta su crecimiento. Los subcultivos y los
ensayos de susceptibilidad antimicrobiana se realizaron en agar Columbia

suplementado con 8% de glébulos rojos de carnero.

4.3 Extraccion de DNA genémico:

La extraccion del DNA gendmico de las cepas de B. bacilliformis proveniente
de cultivos en placas, se realiz6 usando el kit Miniprep de Wizard Genomic
Purification (Promega), siguiendo las indicaciones del fabricante que incluye 6
pasos:

Lavado del paquete celular: Se hicieron 3 lavados de las células bacterianas
con agua de grado molecular para eliminar restos de medio de cultivo,
centrifugando a 13000 rpm por 2 minutos y descartando el sobrenadante.

Lisis Nuclear y accion de la RNAsa: Al pellet bacteriano se adicion6 600 ul de la
solucién de lisis nuclear (NSL) incubando a 80°C por 5 minutos, luego se dejé a
temperatura ambiente por 5 minutos para adicionar 3 pl de RNasa (4mg/ml) y se
incubé a 37°C por 1 hora.

Precipitacion de proteinas: se agregaron 200 ul de solucién de precipitacion de
proteinas (PPS) al lisado tratado con RNasa, se homogeneiz6 vigorosamente por
20 segundos e incubd por 5 minutos en hielo. Luego se centrifugd a 13000 rpm
por 3 minutos colocando el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml.
Precipitacion de DNA: Al tubo de microcentrifuga con el sobrenadante, se
adicionaron 600 pl de isopropanol absoluto mezclando suavemente por inversion,
hasta formar una masa visible de DNA, para luego centrifugar a 13000 rpm por 2
minutos, eliminando el sobrenadante cuidadosamente y escurriendo el tubo en
papel absorbente limpio.

Lavado del DNA: Al tubo que contenia el sedimento de DNA se adicionaron 600
ul de etanol al 70%, invirtiendo suavemente el tubo varias veces para lavar el
sedimento, luego se centrifugd a 13000 rpm por 2 minutos eliminando el
sobrenadante cuidadosamente y dejando secar el tubo de 10 a 15 minutos.
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Hidratacion del DNA: ElI DNA fue rehidratado con 100 pl de solucion de
rehidratacion de DNA por incubacion a 65°C por 1 hora, periédicamente se
golpeaba el tubo suavemente para mezclar la solucion. Finalmente se guardo6 a
-20°C hasta su uso.

4.4 Confirmacion de la identificacion de B. bacilliformis por PCR

La amplificacion por PCR del gen ialB de B. bacilliformis se realiz6 para
confirmar la especie (Flores, 2008; Mitchell y Minnick 1995), utilizando el siguiente
protocolo de PCR (Tabla 2) y fue el mismo para todos los genes en estudio.

Tabla 2. Protocolo de trabajo para la PCR.

Componentes Volumen (pl)
Buffer PCR 10X 5
Oligonucleo6tido directo (10uM) 1.5
Oligonucleo6tido reverso (10uM) 1.5
MgSO, (25mM)

dNTPs (2mM)

DNA molde 1
Taq polimerasa(1U/uL) 1.5
Agua de grado molecular 31.5
Volumen Final 50

4.5 Electroforesis en gel de agarosa:

Para visualizar el DNA y los productos de amplificacién las muestras se
mezclaron con solucién de carga 6X Novagen® y se utilizaron geles de agarosa al
1% en buffer TAE 0.5X. Se utilizd los siguientes marcadores de tamano
molecular: Perfect DNA™ 100 bp Ladder Novagen®, 1Kb DNA Ladder Promega,
Perfect DNA™ Markers, 0.1 — 12 Kbp Novagen®, Perfect DNA™ 50 bp Ladder
(Novagen®). Luego de la electroforesis los geles se tifieron con bromuro de etidio
(0.5 pg/ml), por 45 segundos, para visualizarlos en el transluminador.
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4.6 Estandarizacion del método de Kirby-Bauer para determinar Ila
susceptibilidad antimicrobiana en B. bacilliformis.

Se empleé la técnica de Kirby-Bauer (CLSI 2011; Perilla et al., 2003; Restrepo
et al., 2002) o ensayos de difusion en disco. Los cultivos de B. bacilliformis
aislados de pacientes y la cepa del Instituto Pasteur de Francia CIP57.17, se
resuspendieron en un volumen de 3 ml de solucion salina fisiolégica a pH 7.2 a

una concentracion celular equivalente a las escalas de 0.5, 1 y 2 de McFarland.

Cada tubo estandar de McFarland fue agitado antes de ser comparado en
forma visual con el in6culo. Se inoculé un volumen de 1.5 ml de la suspension
celular en las placas, homogeneizando el contenido, el exceso fue aspirado con
una micropipeta para permitir el secado de la placa, siguiendo la técnica de
Pendle et al. (2006) que fue realizada para B. henselae. Luego, se procedid a
colocar el disco de antibiético y se incubé a 30°C con 5% de CO, a una humedad
relativa de 100%. La evaluaciéon del crecimiento e inhibicidbn bacteriana en las
placas se realizaron desde el dia 5 hasta el 12. Para la susceptibilidad bacteriana
se emplearon los siguientes antimicrobianos: discos de ciprofloxacina (5 pg),
rifampicina (30 ug), eritromicina (15 ug), gentamicina (15 pg), acido nalidixico (30
ug) ceftriaxona (30 pg), amoxicilina (30 pg), y cloranfenicol (30 ug).

4.7 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria en B. bacilliformis

Se determiné mediante la prueba Epsilon (E-test) (M.I.C.E., Oxoid), que es un
método cuantitativo basado en gradiente de antibidtico. Se realizé segun Pendle
et al., (2006), siguiendo las instrucciones del fabricante. El método del Etest
permite mediante lectura directa determinar la concentracion minima inhibitoria
(CIM) de cada antibiético que en un periodo predeterminado, es capaz de inhibir

el crecimiento in vitro del in6culo bacteriano ensayado.

Para cada cepa de B. bacilliformis se emplearon 9 placas de agar sangre
preparadas de igual manera que para el antibiograma, a cada una de las cuales
se le colocé una de las tiras de E-test (tiras plasticas no porosas que tienen
impregnado un gradiente de concentracion de un antibiético dado equivalente a
15 diluciones), como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Prueba Epsilon con concentraciones crecientes: Si el crecimiento toca la tira en la
seccion blanca, la CIM se lee como el valor de esa seccién (b), si el crecimiento toca la tira en la
seccion negra se lee como el valor en la siguiente seccién blanca por encima de donde el
crecimiento ha finalizado (c) y si hay crecimiento a lo largo de toda la tira (ausencia de inhibicion),
la CIM debe leerse el mas alto valor en la tira (a). Si se obtiene una gran zona de inhibicién y el
crecimiento del microorganismo no interacciona con la tira, la CIM debe leerse el mas bajo valor

de la tira. Fuente: www.oxoid.com

4.8 Cepas de B. bacilliformis con las que se ha trabajado para la

estandarizacion del antibiograma:

Se ha trabajado con los aislados clinicos y con una cepa del Instituto Pasteur

de Francia (control positivo) como se detalla en la Tabla 3.

Tabla 3. Cepas de B. bacilliformis aisladas para el desarrollo del antibiograma.

Caodigo de
cepas Procedencia Aho
CIP 5717 Instituto Pasteur de Francia.
USM-LMMB-005 Sondor — Piura. 2010
USM-LMMB-006 Quillabamba-Cuzco 2011

USM-LMMB-007 Carmen de la Frontera- Piura. 2011

USM-LMMB: Universidad San Marcos - Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia.
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4.9 Diseno de primers para la amplificacion de las regiones determinantes

de resistencia antimicrobiana.

Los primers para la amplificacion de las regiones determinantes de resistencia
a la ciprofloxacina, acido nalidixico, rifampicina, gentamicina y eritromicina se
enviaron a sintetizar a la empresa Invitrogen sobre la base de las publicaciones
de Flores (2008), Biswas et al. (2007) y Meghari et al. (2006).

En el Laboratorio, se hicieron los estudios bioinformaticos para disefar los
primers para la amplificacién de la region determinante de resistencia de los
genes gyrA, gyrBy parE, asociados a la resistencia a quinolonas y el gen rpoB,
asociado a la resistencia a rifampicina. Para esto se accedié a la base de datos
de genes GenBank, y se accedid al genoma secuenciado de Bartonella
bacilliformis KC583.

Posteriormente estas secuencias se colocaron a la pagina de “primer — BLAST”
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome).
Una vez que el programa generé diversas opciones de primers, se evaluaron con
el programa IDT: (http://www.idtdna.com/analyzer/applications/OligoAnalyzer/), el

cual analiza todas las condiciones necesarias para que dichos primers funcionen.

Luego se evaluaron en la web de PCR in silico (http:/insilico.ehu.es/PCRY/),
que los primers disefiados en la investigacion funcionen correctamente para
enviarse a sintetizar a la empresa Invitrogen. Los primers disefiados y los de

referencia se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Primers empleados para amplificar las regiones de los genes asociados a la resistencia a

antibiéticos en la investigacion.

Primers 5 Secuencia 3 Referencia Gen Resistencia
ParCF TCTTATGCTAAGTGTGCACGGA Flores, 2008 parC Quinolonas
ParCR TACCAACAGCAATCCCTGAAGAA Flores, 2008 parC Quinolonas
Ba16SF1 TTCAATATGAGAGTTTGA Biswas et al.,, 2007 rRNA 16S Aminoglocosidos
Ba16SR1 ACGGCTAACATTCATCGT Biswas et al., 2007 rRNA 16S Aminoglocosidos
Ba16SF2 GAATTCCGAGTGTAGAGG Biswas et al., 2007 rRNA 16S Aminoglocosidos
Ba16SR2 AGAAAGGAGGTGATCCAG Biswas et al,, 2007 rRNA 16S Aminoglocosidos
BQL4F ATGGATCTTGTAATTAGAAC Meghari et al.,2006 L4 ribosomal Macrolidos
BQL4R  TCATTTAAAACGCTCCTCAA Meghari et al.,2006 L4 ribosomal Macrolidos
GyrAF GACCGATCTTACTCGACTACC (Este estudio) gyrA Quinolonas
GyrAR ATAAGCAGAACGGACACCAGA (Este estudio) gyrA Quinolonas
GyrBF TCCGCAGCGCCTTAACACGTC (Este estudio) gyrB Quinolonas
GyrBR  GCACCAGCGATTGCTGCTTGC (Este estudio) gyrB Quinolonas
RpoBF GAGCCGAAAGGTGGGCGTCC (Este estudio) rpoB Rifampicina
RpoBR TGGGCTTTCGCCTTTTGGGGT (Este estudio) rpoB Rifampicina
ParEF GAAGTCGCACGAGAGCGCAA (Este estudio) parE Quinolonas
ParER AGCGGAACCGTTCTTCCGGT (Este estudio) parE Quinolonas

4.10 Amplificacion y secuenciamiento de los genes relacionados a la

resistencia antimicrobiana.

La amplificacion se realizd utilizando DNA extraido de las cepas de B.
bacilliformis de aislados clinicos mediante el programa de PCR que se indica en la
Tabla 5, siendo las temperaturas de hibridacion las siguientes para cada gen:
42°C (rRNA16S2, L4 ribosomal); 43°C (rRNA16S1); 55°C (parC); 57°C (gyrA),
58°C (/alB); 62°C (gyrB, rpoB, parE).

20



Tabla 5. Programa de PCR utilizado para la amplificacion de las regiones determinantes de

resistencia.

Temperatura Tiempo
1.-Denaturacién inicial 95°C 3 minutos
2.-Denaturacion 94°C 30 segundos
3.-Hibridacion 60°C 30 segundos 29
4.-Extension 799G 30 segundos ciclos
5.-Extension Final 72°C 7 minutos
6.-Pausa 4°C Indeterminado

Los genes amplificados fueron secuenciados por la empresa Macrogen
(http://www.macrogen.com/eng/index/), siguiendo sus recomendaciones para el

secuenciamiento, detallando su respectiva Temperatura de fusion de los primers.

4.11 Obtencion de las secuencias de genes relacionados a resistencia
antimicrobiana en el GenBank

Se ingreso6 al GenBank para obtener las secuencias de los genes y proteinas
involucrados en resistencia antimicrobiana como se describe en el Tabla 6, para
compararlas con nuestras secuencias obtenidas.
Con la secuencias de E. coli K-12 MG1655 se obtuvo por alineamiento que
aminoacidos comprenden las regiones determinantes de resistencia de los genes
en estudio y con la secuencia de S. pneumoniae R6 para obtener la numeracion

de los aminoacidos en el caso de la proteina ribosomal L4.
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Tabla 6. Genes de referencia empleados en el estudio con sus respectivos niumeros de acceso en

el GenBank.
Bartonella bacilliformis KC583 ATCC 35685

Nombre Simbolo Acceso Gene ID Tamaiio (pb) Proteina N° aa
DNA girasa subunidad A gyrA NC_008783.1 4684890 2787 YP_989035.1 928
DNA girasa subunidad B gyrB NC_008783.1 4684252 2430 YP_989593.1 809
DNA topoisomerasa IV subunidad A parC  NC_008783.1 4684170 2238 YP_989154.1 745
DNA Topoisomerasa IV subunidad B parE NC_008783.1 4684565 2079 YP_989184.1 692
RNA polimerasa subunidad beta rpoB NC_008783.1 4683812 4152 YP_988881.1 1383
508 ribosomal proteina L4 ribD  NC_008783.1 4683931 621 YP_988998.1 206
16S ribosomal RNA 16S5rRNA NR_074203.1 1472

Bartonella quintana str. Toulouse

Nombre Simbolo Acceso Gene ID Tamano (pb) Proteina N° aa
RNA polimerasa subunidad beta rpoB NC_005955.1 2866551 4152 YP_032349.1 1383
50S ribosomal proteina L4 ripD NC_005955.1 2866749 621 YP_032445.1 206

Bartonella henselae str. Houston-1

Nombre Simbolo Acceso Gene ID Tamano (pb) Proteina N° aa
50S ribosomal proteina L4 ripD NC_005956.1 2866002 621 YP_033834.1 206
16S ribosomal RNA 16S5rRNA NR_074335.1 1492

Streptococcus pneumoniae R6

Nombre Simbolo Acceso Gene ID Tamano (pb) Proteina N° aa

50S ribosomal proteina L4 ripD NC_003098.1 933169 621 NP_357783.1 207
Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655

Nombre Simbolo Acceso Gene ID Tamano (pb) Proteina N° aa
DNA girasa subunidad A gyrA NC_000913.2 946614 2628 NP_416734.1 875
DNA girasa subunidad B gyrB NC_000913.2 948211 2415 YP_026241.1 804
DNA topoisomerasa IV subunidad A parC NC_000913.2 947499 2259 NP_417491.1 752
DNA topoisomerasa IV subunidad B parE NC_000913.2 947501 1893 NP_417502.1 630
RNA polimerasa subunidad beta rooB NC_000913.2 948488 4029 NP_418414.1 1342
50S ribosomal proteina L4 ripD NC_000913.2 947818 606 NP_417778.1 201
16S ribosomal RNA 16SrRNA NR_102804.1 1552
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4.12 Analisis in silico de las secuencias obtenidas en el estudio.

Una vez obtenida las secuencias de los amplificados enviados a Macrogen se
procedid6 a realizar el andlisis bioinformatico empleando las siguientes

herramientas:

4 12.1. Para las secuencias nucleotidicas

» Se analizaron los cromatogramas empleando los programas
bioinformaticos: BioEdit 7.0 (Hall T, 1999) y MEGA 5.2 (Tamura et al., 2011) para
evaluarlos y obtener la secuencia consenso. Luego, los alineamientos se
analizaron en CLUSTALW 2 .1 (Thompson et al., 1994) para determinar las
posibles mutaciones en la secuencias y qué nucleétidos podrian estar asociados

a la resistencia antimicrobiana.

» Se ingresé a la base datos de ARDB (Antibiotic Resistance Genes
Database http://ardb.cbcb.umd.edu/) donde se realiz6 una busqueda de genes
relacionados a la resistencia con Bartonella bacilliformis KC583.

» Para el caso del rRNA 16S de los aislados de B. bacilliformis, se realiz6 la
prediccién de la estructura secundaria de la regién que involucra el nucleétido
cambiante en resistencia al aminoglucosido gentamicina, mediante el servidor
RNAfold (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi)

4 12.2 Para las secuencias aminoacidicas

» Una vez obtenidas las secuencias de los genes en el paso anterior, se
realiz6 la traduccién de aminoacidos empleando el programa MEGA. Estas
secuencias fueron alineadas y enviadas al CLUSTALW para analizar las
posibles mutaciones en la secuencias aminoacidicas, comparando con las
secuencias obtenidas del GenBank. También se les comparé en el servidor
Protein Mutant Database (http://pmd.ddbj.nig.ac.jp/~pmd/pmd.html)
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» Con las secuencias aminoacidicas de B. bacilliformis se realizaron los
modelamientos para localizar, en la estructura, los aminoacidos involucrados en
la resistencia antimicrobiana, para estos modelamientos se empled el servidor
online SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/), luego los datos del
servidor fueron enviados en formato .pdb para lo cual se emplearon programas

de visualizacién como Swiss-PdbViewer 4.1.0 y RasMol 2.7.5

» Finalmente los aminoacidos comprendidos dentro de la region
determinante de resistencia, se analizaron para determinar el perfil de
hidrofobicidad y evaluar cémo influye un cambio de aminoacido por otro
mediante el servidor online ProScale (http://web.expasy.org/protscale/) de la
Web ExPASy Bioinformatics Resource Portal.
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4.13 Ingreso de las secuencias analizadas a la base de datos de secuencias
nucleotidicas.
Las secuencias nucleotidicas que se obtuvieron de los aislados clinicos de B.
bacilliformis, luego de ser analizadas, se ingresaron al archivo europeo de

secuencias nucleotidicas ENA (http://www.ebi.ac.uk/ena/), la que nos proporciond

los siguientes numeros de accesos, como se indica en la Tabla 7.

Tabla 7. Numeros de acceso de las secuencias de las regiones determinantes de resistencia de
las cepas aisladas de B. bacilliformis.
Bartonella bacilliformis USM-LMBM-005
Tamano N° Acceso N°

Nombre Simbolo  N° Acceso i

pb Proteina aa
DNA girasa Sub unidad A gyrA HG424427 698 CDG58271 233
DNA girasa Sub unidad B gyrB HG315959 948 CDF77243 316
DNA Topoisomerasa IV Sub unidad A parC HG315965 327 CDF77249 109
DNA Topoisomerasa IV Sub unidad B parE HG315962 1410 CDF77246 470
RNA polimerasa Sub unidad beta rpoB HG328242 2484 CDG24223 828
508 ribosomal proteina L4 ripD HG328239 596 CDG24220 198
16S ribosomal RNA 16S rRNA HG315957 1365

Bartonella bacilliformis USM-LMBM-006
Tamafio N° Acceso N°

Nombre Simbolo  N° Acceso i

pb Proteina aa
DNA girasa Sub unidad A gyrA HG424428 672 CDG58272 224
DNA girasa Sub unidad B gyrB HG315960 948 CDF77244 316
DNA Topoisomerasa IV Sub unidad A parC HG315966 327 CDF77250 109
DNA Topoisomerasa IV Sub unidad B parE HG315963 1410 CDF77247 470
RNA polimerasa Sub unidad beta rpoB HG328243 2484 CDG24225 828
50S ribosomal proteina L4 rlpD HG328240 596 CDG24221 198
16S ribosomal RNA 16S rRNA HG328245 1365

Bartonella bacilliformis USM-LMBM-007
Tamafio N° Acceso N°

Nombre Simbolo  N° Acceso i

pb Proteina aa
DNA girasa Sub unidad A gyrA HG424429 698 CDG58273 233
DNA girasa Sub unidad B gyrB HG315961 927 CDF77245 309
DNA Topoisomerasa IV Sub unidad A parC HG315967 327 CDF77251 109
DNA Topoisomerasa IV Sub unidad B parE HG315964 1410 CDF77248 470
RNA polimerasa Sub unidad beta rpoB HG328244 2484 CDG24224 828
50S ribosomal proteina L4 ripD HG328241 596 CDG24222 198
16S ribosomal RNA 16S rRNA HG315958 1365
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5. RESULTADOS

5.1 Cultivo de las muestras colectadas.

De los 47 hemocultivos realizados (Tabla 8) a cada uno de los pacientes
encontrados en las localidades muestreadas como: Sondor, Sondorillo y Carmen
de la Frontera de la provincia de Huancabamba, Piura, y un envio de Cuzco de la
localidad de Quillabamba, tres cultivos resultaron positivos (crecimiento de
colonias puntiformes y transparentes como se observa en la Figura 6 y 7), dos de
Piura a los que se les asigné los cédigos USM-LMMB-005, USM-LMMB-007 y el
de Cuzco con codigo USM-LMMB-006 como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 8. Cepas de Bartonella bacilliformis aisladas y su lugar de procedencia

N° de Positivas Negativas en

Muestreo/ Localidad/ Aino Muestras en cultivo Cultivo
1 Sondorillo - Hbba — Piura — 2010 12 1 11
2 Sondor - Hbba — Piura — 2010 8 0 8
3 Caraz - Huaraz — 2011 3 0 3
4 Carmen de la Frontera - Piura — 2011 23 1 22
Quillabamba - Cuzco — 2011 1 1 0

Figura 6. Crecimiento en placa de B. bacilliformis de la cepa USM-LMMB-005. Se observan las

colonias puntiformes y transparentes.
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Figura 7. Crecimiento en medio bifasico de B. bacilliformis de la cepa USM-LMMB-007. Se

observan las colonias puntiformes y transparentes.

5.2 Confirmacion de la especie de Bartonella bacilliformis mediante
amplificacion del gen ialB por PCR

Luego del crecimiento se procedié a la extraccidon de DNA para amplificar el
gen ialB de todas las cepas del presente estudio lo que nos indica que es B.
bacilliformis 'y no bacterias contaminantes. Los resultados son mostrados
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% donde se evidencia el
amplificado del gen jalB con un tamafno de 558 pb en todas las cepas analizadas
(Figura 8).
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M: Marcador.

: DNA CIP 57.17.

: DNA USM-LMMB-005.
: DNA USM-LMMB-006.
: DNA USM-LMMB-007.
:lalB CIP 57.17.

: lalB USM-LMMB-005.
: lalIB USM-LMMB-006.
: lalIB USM-LMMB-007.

Figura 8. Amplificados del gen ialB con tamafo de 558 pb para la identificacion de la especie B.
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bacilliformis correspondiente a los carriles del 5 al 8 en gel de agarosa al 1%. Los carriles del 1 al
4 corresponden el DNA gendmico de las cepas. M corresponden al marcador de tamafo molecular
Perfect DNA™ 100 bp Ladder Novagen®.

5.3 Desarrollo de un antibiograma para determinar la susceptibilidad
antimicrobiana en Bartonella bacilliformis mediante disco difusiéon en agar.
Los resultados obtenidos fueron crecimientos uniformes en la placa, siendo el
sexto dia de la siembra el éptimo para visualizar los halos de inhibicion del
crecimiento bacteriano, en las pruebas de susceptibilidad como se muestra en las

Figura 9.
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Figura 9. Desarrollo de un antibiograma para determinar la susceptibilidad antimicrobiana de la
cepa USM-LMMB-005, mediante disco difusion en agar con el antibiético gentamicina (10ug)
ensayado con indculos ajustados a las escalas de McFarland: 0.5 la placa superior, 1 la de la

izquierda y 2 la de la derecha, evaluado hasta los 12 dias.

En la Tabla 9 se muestra la lectura, obtenida con un inéculo ajustado a escala

1 de McFarland. Los ensayos se hicieron por triplicado.

Tabla 9. Efecto de la concentraciéon del indculo sobre el halo de inhibicién con el antibibtico

gentamicina.

Tiempo de incubacion (dias)
5 6 7 12
Escala McFarland
0.5 N.D 44(ED) 44 44
1 44(ED) 44 44 44
2 44(ED) 44 44 44

Valores en milimetros

ND: No definido.
ED: Empezando a definirse el halo.
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Figura 10. Desarrollo de la prueba de susceptibilidad antimicrobiana de la cepa USM-LMMB-005
mediante disco difusién en agar con el antibiético ciprofloxacina (5ug) ensayado con indculos
ajustados a las escalas de McFarland: 0.5 la placa superior, 1 la de la izquierda y 2 la de la

derecha, evaluado hasta los 12 dias.

En la Tabla 10 se muestra la lectura, obtenida con un inéculo ajustado a escala

1 de McFarland. Los ensayos se hicieron por triplicado.

Tabla 10. Efecto de la concentracion del in6culo sobre el halo de inhibicion con el antibibtico

ciprofloxacina.

Tiempo de incubacion (dias)
5 6 7 12
Escala McFarland
0.5 N.D 52(ED) 52 52
1 52(ED) 52 52 52
2 52(ED) 52 52 52

Valores en milimetros

ND: No definido.
ED: Empezando a definirse el halo.
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5.4 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria en B. bacilliformis

Figura 11. Concentracién Inhibitoria Minima para la cepa USM-LMMB-005 con tiras de gradiente de
concentracién de ciprofloxacina, ensayado con indculos ajustados a las escalas de McFarland: 0.5 la
placa superior, 1 la de la izquierda y 2 la de la derecha, evaluado hasta los 12 dias.

En la Tabla 11 se muestra la lectura, obtenida con un inéculo ajustado a escala 1

de McFarland. Los ensayos se hicieron por triplicado.

Tabla 11. Efecto de la concentracion del indculo sobre la concentracién inhibitoria minima con el

antibiotico ciprofloxacina.

Tiempo de incubacion (dias)
5 6 7 12
Escala McFarland
0.5 N.D 0.023(ED) 0.023 0.023
1 0.023(ED) 0.023 0.023 0.023
2 0.032(ED) 0.032 0.032 0.032

Valores en mg/L
ND: No definido.

ED: Empezando a definirse la elipse.
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Figura 12. Crecimiento de B. bacilliformis en placa a 30°C con 5% de CO, por un periodo de 6
dias, con el antibiético acido nalidixico sin presencia de halo de inhibicion mostrando que todas las
cepas ensayadas presentan una resistencia natural a esta quinolona. En A, se muestra el disco

del antibiotico en el centro y en B disco en el borde en ambos sin presencia de halo de inhibicion.

Con las cepas de Bartonella bacilliformis aisladas en este estudio y la cepa
57.17, se estandarizdé la determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana
mediante ensayos de difusion por disco para los siguientes antibibticos:
ciprofloxacina (5 ug), acido nalidixico (30 ug), rifampicina (5 ug), eritromicina (15
Mg), gentamicina (10 ug), cloranfenicol (30 pg), ceftriaxona (30 pg), amoxicilina
(30 upg). ElI crecimiento bacteriano fue evaluado diariamente, habiéndose
determinado que el tiempo éptimo para la observacion de los halos de inhibicién
fue al sexto dia (Tabla 12; Figuras 10, 11,y 12).
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Tabla 12. Valores del diametro del halo de inhibicion del crecimiento en milimetros, obtenidos
mediante difusion por disco en agar para determinar la susceptibilidad antimicrobiana, y valores de
la CIM en mg/l mediante la prueba Epsilon de las cepas de B. bacilliformis ensayadas.

CIM Kirby-Bauer
CEPAS

Cip Cip Nal CN RD E CL CRO AM

(mg/L) (5ug) (30pg) (10ug) (Sug) (15pg) (30pg) (30ug) (30ug)
CIP 57.17 0.125 46 6 60 54 SC SC 85 75
USM-LMMB-005 0.023 52 6 44 85 SC 85 85 74
USM-LMMB-006 0.023 50 6 34 80 90 82 80 80
USM-LMMB-007 0.19 78 6 30 90 80 76 SC 60

ciprofloxacina (Cip), &cido nalidixico (Nal), gentamicina (CN), rifampicina (RD), eritromicina (E),
cloranfenicol (CL), ceftriaxona (CRO), Amoxicilina (AM).

SC: Sin crecimiento evidente.

CIP: Cepas obtenida de la Coleccién del Instituto Pasteur, Francia.

Las cepas analizadas mostraron resistencia a la quinolona &cido nalidixico

(Figura 12 y Tabla 12), pero susceptibles a los demas antibiéticos.

5.5 Amplificacion de los genes relacionados con resistencia antimicrobiana
en las cepas aisladas de B. bacilliformis.
Una vez verificada la buena calidad del DNA bacteriano en un gel de agarosa
al 1% como se muestra en la Figura 8, se empled para amplificar por PCR los
genes relacionados con la resistencia antimicrobiana estudiados como se observa

en las siguientes Figuras 13, 14, 15y 16.
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721 M: Marcador
1: CIP 57.17
2: USM-LMMB-005
3: USM-LMMB-006
4: USM-LMMB-007

Figura 13. Amplificados de una fraccién del gen gyrA con tamafo de 721 pb de las cepas
aisladas en el estudio correspondientes a los carriles del 1 al 4, M corresponde al marcador de
tamario molecular en pares de bases 1Kb DNA Ladder Promega.

2577

M: Marcador

:CIP 57.17

: USM-LMMB-005
: USM-LMMB-006
: USM-LMMB-007
: USM-LMMB-005
: USM-LMMB-006
: control negativo
: USM-LMMB-007

985

ONOO A, WN =

Figura 14. Amplificacion de fracciones de los genes: gen gyrB (985 pb) del carril 1 al 4 y del gen
rpoB (2577 pb) del carril 5 al 8. M corresponde al marcador de tamario molecular en pares de
bases Perfect DNA™ Markers, 0.1 — 12 Kbp Novagen®.1 cepa CIP57.17, 2 a 8 son cepas aisladas

en este estudio.
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1495

M: Marcador
1: CIP 57.17

: USM-LMMB-005
: USM-LMMB-006
: USM-LMMB-007
:CIP 5717

: USM-LMMB-005
: USM-LMMB-006
: USM-LMMB-007

Figura 15. Amplificados de fracciones de los genes: gen parC (349 pb) del carril 1 al 4 y del gen

ONOOBRLWN

parE (1495 pb) del carril 5 al 8. M corresponde al marcador de tamafio molecular en pares de
bases Perfect DNA™ 50 bp Ladder Novagen®. 1y 5 cepa CIP57.17, 2 al 8 cepas aisladas en este
estudio.

873

M: Marcador
1: CIP 57.17
2: USM-LMMB-005
3: USM-LMMB-006
4: USM-LMMB 007
5: control negativo

Figura 16. Amplificaciéon de una fraccion del gen 16S rRNA (873 pb) empleando los primers 16S2.
M corresponde al marcador de tamafio molecular Perfect DNA™ Markers, 0.1 — 12 Kbp
Novagen®.1cepa CIP57.17, 2 a 4 son cepas aisladas en este estudio.
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5.6 Analisis in silico de la subunidad A de la DNA girasa (gyrA)

5.6.1 Secuencias nucleotidicas de gyrA: Mediante el analisis de las secuencias
nucleotidicas del gen gyrA de las cepas aisladas se encontré una mutacién en el

aislado USM-LMMB-007 como se muestra en la Figura 17.

KhkkhkhkkhhkhhhhkhkhAhdhhkhkh A hdkhhkhk kA hkhdkhkh kA hkhdkhkh kA hkhkdkhkhk kA hkkhkdhkk*xhk kK

B.b-CIP57.17  ———mmmmmmmm—mm— o CTACCAGAACATGATGTGTCGACCGGTATTGAACCAGTCAGT 42
B.b-USM-LMMB-006 =-——=—=—-——=————————- CTACCAGAACATGATGTGTCGACCGGTATTGAACCAGTCAGT 42
B.b-USM-LMMB-005 =———=——-——=—————————- CTACCAGAACATGATGTGTCGACCGGTATTGAACCAGTCAGT 42
B.b-KC583 GTGACCGATCTTACTCGACTACCAGAACATGATGTGTCGACCGGTATTGAACCAGTCAGT 60
B.b-USM-LMMB-007 =———=—=——=————————- CTACCAGAACATGATGTGTCGACCGGTATTGAACCAGTCAGT 42
LR R I I i I e I I I I I I i b I b i b b I Y
B.b-CIP57.17 ATCATTGAAGAAATGCAG CTTATCTAGATTATGCGATGAGCGTAATTGTGTCGCGC 102
B.b-USM-LMMB-006 ATCATTGAAGAAATGCAGIGCTCTTATCTAGATTATGCGATGAGCGTAATTGTGTCGCGC 102
B.b-USM-LMMB-005 ATCATTGAAGAAATGCAGIGCTCTTATCTAGATTATGCGATGAGCGTAATTGTGTCGCGC 102
B.b-KC583 ATCATTGAAGAAATGCAGIGCTCTTATCTAGATTATGCGATGAGCGTAATTGTGTCGCGC 120
B.b-USM-LMMB-007 ATCATTGAAGAAATGCAGCGCTCTTATCTAGATTATGCGATGAGCGTAATTGTGTCGCGC 102
khkkhkkhkkhkhkkhkhkkkkkkkk*k khkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkkkkx
27
C—»R
B.b-CIP57.17 GCACTGCCTGATGTCCGTGATGGGCTTAAGCCTGTCCATCGGCGCATTCTTCATGCGATG 162
B.b-USM-LMMB-006 GCACTGCCTGATGTCCGTGATGGGCTTAAGCCTGTCCATCGGCGCATTCTTCATGCGATG 162
B.b-USM-LMMB-005 GCACTGCCTGATGTCCGTGATGGGCTTAAGCCTGTCCATCGGCGCATTCTTCATGCGATG 162
B.b-KC583 GCACTGCCTGATGTCCGTGATGGGCTTAAGCCTGTCCATCGGCGCATTCTTCATGCGATG 180
B.b-USM-LMMB-007 GCACTGCCTGATGTCCGTGATGGGCTTAAGCCTGTCCATCGGCGCATTCTTCATGCGATG 162
khkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhhkkhkhkhkkkhhkkkhkkkkk
B.b-CIP57.17 AATGAAATGGGACTTTTGTTCAATAAGCCTTATCGTAAGTCAGCGGGTGTTGTTGGTGAA 222
B.b-USM-LMMB-006 AATGAAATGGGACTTTTGTTCAATAAGCCTTATCGTAAGTCAGCGGGTGTTGTTGGTGAR 222
B.b-USM-LMMB-005 AATGAAATGGGACTTTTGTTCAATAAGCCTTATCGTAAGTCAGCGGGTGTTGTTGGTGAA 222
B.b-KC583 AATGAAATGGGACTTTTGTTCAATAAGCCTTATCGTAAGTCAGCGGGTGTTGTTGGTGAR 240
B.b-USM-LMMB-007 AATGAAATGGGACTTTTGTTCAATAAGCCTTATCGTAAGTCAGCGGGTGTTGTTGGTGAA 222
hhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhhkkhkhkkhkkkhkhkkhhkhkkhkhkkkhkkkk*k
B.b-CIP57.17 GTGATGGGAAAGTTTCATCCTCATGGTGATGCTTCAATTTATGATGCCTTGGTGCGTATG 282
B.b-USM-LMMB-006 GTGATGGGAAAGTTTCATCCTCATGGTGATGCTTCAATTTATGATGCCTTGGTGCGTATG 282
B.b-USM-LMMB-005 GTGATGGGAAAGTTTCATCCTCATGGTGATGCTTCAATTTATGATGCCTTGGTGCGTATG 282
B.b-KC583 GTGATGGGAAAGTTTCATCCTCATGGTGATGCTTCAATTTATGATGCCTTGGTGCGTATG 300
B.b-USM-LMMB-007 GTGATGGGAAAGTTTCATCCTCATGGTGATGCTTCAATTTATGATGCCTTGGTGCGTATG 282
Kk hkhkhkhkkhkhhk kA hkhkhkhkhkhkhhhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhhkhkhkhkkhhkkdxkx*
B.b-CIP57.17 GCACAGGATTTTTCTTTACGAAATCCTCTGATTGATGGACAGGGAAATTTTGGCTCTGTT 342
B.b-USM-LMMB-006 GCACAGGATTTTTCTTTACGAAATCCTCTGATTGATGGACAGGGAAATTTTGGCTCTGTT 342
B.b-USM-LMMB-005 GCACAGGATTTTTCTTTACGAAATCCTCTGATTGATGGACAGGGAAATTTTGGCTCTGTT 342
B.b-KC583 GCACAGGATTTTTCTTTACGAAATCCTCTGATTGATGGACAGGGAAATTTTGGCTCTGTT 360
B.b-USM-LMMB-007 GCACAGGATTTTTCTTTACGAAATCCTCTGATTGATGGACAGGGAAATTTTGGCTCTGTT 342

Figura 17. Alineamiento mdltiple de secuencias nucleotidicas de gyrA de B. bacilliformis KC 583
(ID: 4684252) y las aisladas, utilizando el programa ClustalW 2.1. Se encontré una mutacién
puntual en el aislado USM-LMM-007 resaltado en color amarillo. La numeraciéon en negrita
corresponde al codén traducido de B. bacilliformis.
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5.6.2 Secuencias aminoacidicas de GyrA: Mediante el analisis de las
secuencias aminoacidicas para GyrA, se encontr6 una diferencia en el codén 27,
un cambio de Cisteina por Arginina en el aislado USM-LMMB-007 y sin evidencia
de cambios en la region determinante de resistencia a quinolonas (QRDR) para
las cepas aisladas, como se muestra en la Figura 18.

27
B.b-USM-LMMB-005 = -————- LPEHDVSTGIEPVSIIEEMQCSYLDYAMSVIVSRALPDVRDGLKPVHRRILHAM 54
B.b-KC583 MTDLTRLPEHDVSTGIEPVSIIEEMQCSYLDYAMSVIVSRALPDVRDGLKPVHRRILHAM 60
B.b-CIP57.17 —————— LPEHDVSTGIEPVSIIEEMQCSYLDYAMSVIVSRALPDVRDGLKPVHRRILHAM 54
B.b-USM-LMMB-007  -—————- LPEHDVSTGIEPVSIIEEMQRSYLDYAMSVIVSRALPDVRDGLKPVHRRILHAM 54
B.b-USM-LMMB-006 ————--— LPEHDVSTGIEPVSIIEEMQCSYLDYAMSVIVSRALPDVRDGLKPVHRRILHAM 54
E.c-str.K-12-MG1655  -———————- MSDLAREITPVNIEEELKSSYLDYAMSVIVGRALPDVRDGLKPVHRRVLYAM 52
‘k:: * ‘k*_* **:: ***********_****************:*:**
19
QRDR
4 5
B.b-USM-LMMB-005 NEMGLLFNKPYRKBAGVVGEVMGKFHPHGDESIYDALVRMAQDFSLRNPLIDGQGNFGSV 114
B.b-KC583 NEMGLLFNKPYRKBAGVVGEVMGKFHPHGDIS I YDALVRMAQDFSLRNPLIDGQGNFGSV 120
B.b-CIP57.17 NEMGLLFNKPYRKSAGVVGEVMGKFHPHGDES I YDALVRMAQDFSLRNPLIDGQGNFGSV 114
B.b-USM-LMMB-007 NEMGLLFNKPYRKSAGVVGEVMGKFHPHGDIS I YDALVRMAQDFSLRNPLIDGQGNFGSV 114
B.b-USM-LMMB-006 NEMGLLFNKPYRKISAGVVGEVMGKFHPHGDIS I YDALVRMAQDFSLRNPLIDGQGNFGSV 114
E.c-str.K-12-MG1655 NVLGNDWNKAYKKISARVVGDVIGKYHPHGDSAVYDTIVRMAQPFSLRYMLVDGQGNFGST 112
* . % . k% * o kk ok khkk ok okkokhkhkhkh o oo . ok k ok ok ok * Kk k% ke kkkkkkkk o
: s thoxx, 83 87 : :
1P4 129
B.b-USM-LMMB-005 TECRLEKVAEELLADIDKDTVDFQDNYDGREHEPIVLPARFPNLLVNGSG 174
B.b-KC583 TECRLEKVAEELLADIDKDTVDFQDNYDGREHEPIVLPARFPNLLVNGSG 180
B.b-CIP57.17 TECRLEKVAEELLADIDKDTVDFQDNYDGREHEPIVLPARFPNLLVNGSG 174
B.b-USM-LMMB-007 TECRLEKVAEELLADIDKDTVDFQDNYDGREHEPIVLPARFPNLLVNGSG 174
B.b-USM-LMMB-006 TECRLEKVAEELLADIDKDTVDFQDNYDGREHEPIVLPARFPNLLVNGSG 174
E.c-str.K-12-MG1655 TEIRLAKIAHELMADLEKETVDFVDNYDGTEKIPDVMPTKIPNLLVNGSS 172
* x|k * * * k:k_kk:k*::k:k*k* * Kk Kk kK k: * k:k:::k*k*k*k*_
Sitio
activo
B.b-USM-LMMB-005 GIAVGMATNIPPHNLGEVIDGCVALIDNPNITIDEMLAIIPGPDFPTGGIILGHSGVR-- 232
B.b-KC583 GIAVGMATNIPPHNLGEVIDGCVALIDNPNITIDEMLAIIPGPDFPTGGIILGHSGVRSA 240
B.b-CIP57.17 GIAVGMATNIPPHNLGEVIDGCVALIDNPNITIDEMLAIIPGPDFPTGGIILGHSGVR-- 232
B.b-USM-LMMB-007 GIAVGMATNIPPHNLGEVIDGCVALIDNPNITIDEMLAIIPGPDFPTGGIILGHSGVR-- 232
B.b-USM-LMMB-006 GIAVGMATNIPPHNLGEVIDGCVALIDNPNITIDEMLAIIPGPDFPTGGI-————————— 224
E.c-str.K-12-MG1655 GIAVGMATNIPPHNLTEVINGCLAYIDDEDISIEGLMEHIPGPDFPTAAIINGRRGIEEA 232

kKhkkhkkhkkhhkhkhkhkkhkkkhkk Hhkkokkeok hkeo okokoe oo *k Kk Kk Kk KKk K *

Figura 18. Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas de GyrA de la cepa de B.
bacilliformis KC 583 y las aisladas, comparadas con GyrA de E. coli K-12, utilizando el programa
ClustalW 2.1. Se indica el QRDR comprendido en el recuadro rojo, y las sustituciones
aminoacidicas (Ser por Ala) resaltado en color negro. La numeracion en la parte inferior
corresponde a las posiciones de los aminoacidos de la proteina GyrA de E. coli K-12
(NP_417491.1) y en la parte superior su equivalente en B. bacilliformis (YP_989035.1).
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5.7 Anadlisis in silico de la subunidad B de la DNA girasa (gyrB)

5.7.1 Secuencias nucleotidicas de gyrB: Mediante el analisis de las secuencias

nucleotidicas del gen gyrB en las cepas de B. bacillformis se encontrd

mutaciones puntuales en el aislado USM-LMMB-005 como se muestra en la

Figura 19.
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.b-CIP57.17
.b-KC583
.b-USM-LMMB-005
.b-USM-LMMB-006
.b-USM-LMMB-007

.b-CIP57.17
.b-KC583
.b-USM-LMMB-005
.b-USM-LMMB-006
.b-USM-LMMB-007

.b-CIP57.17
.b-KC583
.b-USM-LMMB-005
.b-USM-LMMB-006
.b-USM-LMMB-007

.b-CIP57.17
.b-KC583
.b-USM-LMMB-005
.b-USM-LMMB-006
.b-USM-LMMB-007

.b-CIP57.17
.b-KC583
.b-USM-LMMB-005
.b-USM-LMMB-006
.b-USM-LMMB-007

--—-CAAATTAACGGTTATGCTGAATCCTCAGGCATTGCAAAAAAAGAAAAAGTTAATTTA
CGTCAAATTAACGGTTATGCTGAATCCTCAGGCATTGCAAAAAAAGAAAAAGTTAATTTA
--—-CAAATTAACGGTTATGCTGAATCCTCAGGCATTGCAAAAAAAGAAAAAGTTAATTTA
---CAAATTAACGGTTATGCTGAATCCTCAGGCATTGCAAAAAAAGAAAAAGTTAATTTA
——————————————— TATGCTGAATCCTCAGGCATTGCAAAAAAAGAAAAAGTTAATTTA

Kk khkhk Ak Ak A Ak Ak Ak A Ak A h A hdk Ak kA h Ak kA kA h Ak khkk &Kk kK**

.CTQATTAGCAAAGTTGTAGAAGCTGCTGCAGCGCGCGAAGCAGCACGCAAAGCGC

.. .CTQATTAGCAAAGTTGTAGAAGCTGCTGCAGCGCGCGAAGCAGCACGCAAAGCGC
//...CTQATQAGCAAAGTTGTAGAAGCTGCTGCAGCGCGCGAAGCAGCACGCAAAGCGC
.CTQATTAGCAAAGTTGTAGAAGCTGCTGCAGCGCGCGAAGCAGCACGCAAAGCGC
.CTQATTAGCAAAGTTGTAGAAGCTGCTGCAGCGCGCGAAGCAGCACGCAAAGCGC

* Kk Kk *

382

e R R R R

. TGTCGAACGAGCACGTTTCGACCGAATGCTTTCATCCGAAATGATTGGTACGCTT

.. . TGTCGAACGAGCACGTTTCGACCGAATGCTTTCATCCGAAATGATTIGGTACGCTT
//...TGTCGAACGAGCACGTTTCGACCGAATGCTTTCATCCGAAATGATTGGCACGCTT
. TGTCGAACGAGCACGTTTCGACCGAATGCTTTCATCCGAAATGATTGGTACGCTT
.TGTCGAACGAGCACGTTTCGACCGAATGCTTTCATCCGAAATGATTGGTACGCTT
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478
G

TCCAAGATGCCCGTTTGTTGCGC
TCCAAGATGCCCGTTTGTTGCGC
TCCAAGATGCCCGTTTGTTGCGC
TCCAAGATGCCCGTTTGTTGCGC
TCCAAGATGCCCGTTTGTTGCGC

* kK kK

.GGTTTGTGCAGGOATTGATTTACGCCAA]

.. .GGTTTGTGCAGGCOATTGATTTACGCCAA
//...GGTTTGTGCAGGTATTGATTTACGCCAA
.GGTTTGTGCAGGCUATTGATTTACGCCAA
.GGTTTGTGCAGGOATTGATTTACGCCAA]

* Kk Kk Kk ok ok ok ok ok k[x Kk *Khkpkhkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhrkhkhkhkhkkhkhkkhkkhkkkk*x*x*
586 592
G F—>L

CAACTCTTAAACGGTCTCCATACCCGCTAT === === == ——mm e m e e
CAACTCTTAAACGGTCTCCATACCCGCTATGACCGCAATATTGTTGAGCAAGCAGCAATC
CAACTCTTAAACGGTCTCCATACCCGCTATGACCGCAATATTGTTGAGCAA-————————
CAACTCTTAAACGGTCTCCATACCCGCTATGACCGCAATATTGTTGAGCAA—————————
CAACTCTTAAACGGTCTCCATACCCGCTATGACCGCAATATT——————————————————

Khkkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhk Ak hkhkhhkkhkhkkxkhk*
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Figura 19. Alineamiento mdltiple de secuencias nucleotidicas de gyrB de B. bacilliformis KC 583

(ID: 4684252) y las aisladas, utilizando el programa ClustalW 2.1. Se encontrd cuatro mutaciones

puntuales en el aislado USM-LMM-005 resaltadas en color amarillo, una mutacién produjo

cambios en el aminoacido respectivo correspondiente a la numeracion 592. La numeracion en

negrita corresponde al coddn traducido de B. bacilliformis.
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5.7.2 Secuencias aminoacidicas de GyrB: Mediante el analisis de las
secuencias aminoacidicas para GyrB de las cepas analizadas no se encontré
ninguna diferencia entre ellas en la region determinante de resistencia a
quinolonas (QRDR). Pero si se encontrd una fuera de esta regién correspondiente
al aislado USM-LMMB-005 en el aminoacido 592 donde presenta un cambio a
Leucina. En relacidén con la secuencia de E. coli K-12 se encontré una diferencia
en el aminoacido 447 de K —R (posicion 457 para B. b) como se muestra en la

Figura 20.

B.b-USM-LMMB-007 --—--- YAESSGIAKKEKVNLTGDDCREGLTAILSVKVPDPKFSSQTKDKLVSSEVRPIV 54
B.b-KC583 TRQINGYAESSGIAKKEKVNLTGDDCREGLTAILSVKVPDPKFSSQTKDKLVSSEVRPIV 359
B.b-USM-LMMB-006 --QINGYAESSGIAKKEKVNLTGDDCREGLTAILSVKVPDPKFSSQTKDKLVSSEVRPIV 58
B.b-USM-LMMB-005 --QINGYAESSGIAKKEKVNLTGDDCREGLTAILSVKVPDPKFSSQTKDKLVSSEVRPIV 58
B.b-CIP57.17 --QINGYAESSGIAKKEKVNLTGDDCREGLTAILSVKVPDPKFSSQTKDKLVSSEVRPIV 58
E.c-str.K-12-MG1655  TRTLNAYMDKEGYSKKAKVSATGDDAREGLIAVVSVKVPDPKFSSQTKDKLVSSEVKSAV 349
* :..‘k :‘k‘k ‘k‘k. ‘k‘k‘k‘k.‘k‘k‘k‘k ‘k::‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k*‘k‘k‘k‘k‘k‘k***‘k:. *
382
B.b-USM-LMMB-007 ENLVNEGLSAWLEEHPNEAKILISKVVEAAAAREAARKARELTRRKGALDITSLPGKLAD 114
B.b-KC583 ENLVNEGLSAWLEEHPNEAKILISKVVEAAAAREAARKARELTRRKGALDITSLPGKLAD 419
B.b-USM-LMMB-006 ENLVNEGLSAWLEEHPNEAKILISKVVEAAAAREAARKARELTRRKGALDITSLPGKLAD 118
B.b-USM-LMMB-005 ENLVNEGLSAWLEEHPNEAKILISKVVEAAAAREAARKARELTRRKGALDITSLPGKLAD 118
B.b-CIP57.17 ENLVNEGLSAWLEEHPNEAKILISKVVEAAAAREAARKARELTRRKGALDITSLPGKLAD 118
E.c-str.K-12-MG1655  EQOMNELLAEYLLENPTDAKIVVGKIIDAARAREAARRAREMTRRKGALDLAGLPGKLAD 409
‘k: :‘k‘k ‘k: :‘k ‘k:‘k.:‘k‘k‘k::.‘k:::‘k‘k ‘k‘k‘k‘k‘k‘k:‘k‘k‘k:‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k::.‘k‘k‘k*‘k‘k‘k
QRDR
4b8 436 457 478
B.b-USM-LMMB-007 CQERDPTKBEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLERGKI LNVERARFDRMLSSEMIGT 174
B.b-KC583 CQERDPTKBEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQAILPLJGKILNVERARFDRMLSSEMIGT 479
B.b-USM-LMMB-006 CQERDPTKBEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLERGKI LNVERARFDRMLSSEMIGT 178
B.b-USM-LMMB-005 CQERDPTKSEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATLPLEGKI LNVERARFDRMLSSEMIGT 178
B.b-CIP57.17 CQERDPTKBEIFIVEGDSAGGSAKSGRSRONQATILPLERGKI LNVERARFDRMLSSEMIGT 178
E.c-str.K-12-MG1655  CQERDPALBELYLVEGDSAGGSAKQGRNRKNQAILPLKGKILNVEKARFDKMLSSQEVAT 469
* Kk kkkk o Pk % o o e Pk ok ok ok ok ok ok ok ok Kk * x ke hkhkkhkhkkhhkkohkhkhkkhkhhkkhkohkhkkhkhkokhkkhko . *
418 426 o 447 ’ ’ o
486
B.b-USM-LMMB-007 LITALGT|SIGKDEFSPDKLRYHKII IMTDADVDGAHIRTLLLTFFFRQMPELIERGHLYI 234
B.b-KC583 LITALGTSIGKDEFSPDKLRYHKI I IMTDADVDGAHIRTLLLTFFFRQMPELIERGHLYI 539
B.b-USM-LMMB-006 LITALGTSIGKDEFSPDKLRYHKI I IMTDADVDGAHIRTLLLTFFFRQMPELIERGHLYT 238
B.b-USM-LMMB-005 LITALGTSIGKDEFSPDKLRYHKII IMTDADVDGAHIRTLLLTFFFRQMPELIERGHLYI 238
B.b-CIP57.17 LITALGTSIGKDEFSPDKLRYHKI I IMTDADVDGAHIRTLLLTFFFRQMPELIERGHLYT 238
E.c-str.K-12-MG1655  LITALGQGIGRDEYNPDKLRYHSIIIMTDADVDGSHIRTLLLTFFYROMPEIVERGHVYI 529
******_ **:**: _*******_***********:**********:*****::****:**
586 592
B.b-USM-LMMB-007 AQPPLYKVSRGKSSQYIKNEAAFEDFLIDSGLEETTLELSSGE-VCAGIDLRQEVQDARL 293
B.b-KC583 AQPPLYKVSRGKSSQYIKNEAAFEDFLIDSGLEETTLELSSGE-VCAGIDLRQEVODARL 598
B.b-USM-LMMB-006 AQPPLYKVSRGKSSQYIKNEAAFEDFLIDSGLEETTLELSSGE-VCAGIDLRQEVQDARL 297
B.b-USM-LMMB-005 AQPPLYKVSRGKSSQYIKNEAAFEDFLIDSGLEETTLELSSGE-VCAGIDLRQLVQDARL 297
B.b-CIP57.17 AQPPLYKVSRGKSSQYIKNEAAFEDFLIDSGLEETTLELSSGE-VCAGIDLRQEVQDARL 297
E.c-str.K-12-MG1655  AQPPLYKVKKGKQEQYIKDDEAMDQYQISIALDGATLHTNASAPALAGEALEKLVSEYNA 589

*hkkhkKkkkk o kK Khkkk oo Koeooo K Koo e kKk . * %k K e ek .
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Figura 20. Alineamiento miltiple de secuencias aminoacidicas de GyrB de la cepa de B.
bacilliformis KC 583 y las aisladas, comparadas con GyrB de E. coli K-12, utilizando el programa
ClustalWw 2.1. Se indica el QRDR comprendido en el recuadro rojo, y las sustituciones
aminoacidicas (Lis por Arg) resaltado en color negro dentro del QRDR. La numeracién en la parte
inferior corresponde a la proteina GyrB de E. coli K-12 (YP_026241.1) y en la parte superior su

LRQLLNGLHTRYDRNT —— === ——— === = = =~ —m oo o o 309
LRQLLNGLHTRYDRNIVEQAATIAGAFNFEAFATPETAQKIADTIAKRLDLIADDMERGWS 658
LRQLLNGLHTRYDRNIVEQ-———— === === == —mm = - oo 316
LRQLLNGLHTRYDRNIVEQ-———— === === mm == o mmm oo 316
LRQLLNGLHTRY ——— === === === —mm — = oo oo 309

TOKMINRMERRYPKAMLKELIYQPTLTEADLSDEQTVTRWVNALVSELNDKEQHGSQWKE 649

P * %

equivalente para B. bacilliformis (YP_989593.1).
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5.8 Analisis in silico de la subunidad A de la topoisomerasa IV (parC)

5.8.1

Secuencias nucleotidicas de parC: Mediante el anadlisis de

las

secuencias nucleotidicas del gen parC en las cepas de B. bacilliformis no se

encontrd diferencias nucleotidicas entre las aisladas y la B. bacilliformis KC 583

como se muestra en la Figura 21.
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.b-KC583
.b-CIP57.17

.b-USM-LMMB-005
.b-USM-LMMB-006
.b-USM-LMMB-007
.b-KC583
.b-CIP57.17

.b-USM-LMMB-005
.b-USM-LMMB-006
.b-USM-LMMB-007
.b-KC583
.b-CIP57.17

.b-USM-LMMB-005
.b-USM-LMMB-006
.b-USM-LMMB-007
.b-KC583
.b-CIP57.17

.b-USM-LMMB-005
.b-USM-LMMB-006
.b-USM-LMMB-007
.b-KC583
.b-CIP57.17

.b-USM-LMMB-005
.b-USM-LMMB-006
.b-USM-LMMB-007
.b-KC583
.b-CIP57.17

—————————————————— AAGTGTGCACGGATTGTAGGTGATGTTATGGGGAAATTTCAT
—————————————————— AAGTGTGCACGGATTGTAGGTGATGTTATGGGGAAATTTCAT
—————————————————— AAGTGTGCACGGATTGTAGGTGATGTTATGGGGAAATTTCAT
CCTGCACAATCTTATGCTAAGTGTGCACGGATTGTAGGTGATGTTATGGGGAAATTTCAT
—————————————————— AAGTGTGCACGGATTGTAGGTGATGTTATGGGGAAATTTCAT

Ahkkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkkxk

CCTCATGGTGATGCCTCTATTTATGATGCATTAGTTCGTTTGGCACAGGACTTTGCTGTC
CCTCATGGTGATGCCTCTATTTATGATGCATTAGTTCGTTTGGCACAGGACTTTGCTGTC
CCTCATGGTGATGCCTCTATTTATGATGCATTAGTTCGTTTGGCACAGGACTTTGCTGTC
CCTCATGGTGATGCCTCTATTTATGATGCATTAGTTCGTTTGGCACAGGACTTTGCTGTC
CCTCATGGTGATGCCTCTATTTATGATGCATTAGTTCGTTTGGCACAGGACTTTGCTGTC

R R R R R R

CGTTATCCATTAATTGATGGACAAGGAAATTTCGGTAATATCGACGGTGATAATGCTGCA
CGTTATCCATTAATTGATGGACAAGGAAATTTCGGTAATATCGACGGTGATAATGCTGCA
CGTTATCCATTAATTGATGGACAAGGAAATTTCGGTAATATCGACGGTGATAATGCTGCA
CGTTATCCATTAATTGATGGACAAGGAAATTTCGGTAATATCGACGGTGATAATGCTGCA
CGTTATCCATTAATTGATGGACAAGGAAATTTCGGTAATATCGACGGTGATAATGCTGCA

T R R R R R S R R

GCTATGCGTTATACAGAAGCACGCATGACTGAAGTAGCAGAATTGTTACTTGAGGGTATC
GCTATGCGTTATACAGAAGCACGCATGACTGAAGTAGCAGAATTGTTACTTGAGGGTATC
GCTATGCGTTATACAGAAGCACGCATGACTGAAGTAGCAGAATTGTTACTTGAGGGTATC
GCTATGCGTTATACAGAAGCACGCATGACTGAAGTAGCAGAATTGTTACTTGAGGGTATC
GCTATGCGTTATACAGAAGCACGCATGACTGAAGTAGCAGAATTGTTACTTGAGGGTATC

R R R R

AACGAAAATGCTATTGATTTTCGTTTAACTTATAATGAAGAAGATGAAGAGCCTATTGTT
AACGAAAATGCTATTGATTTTCGTTTAACTTATAATGAAGAAGATGAAGAGCCTATTGTT
AACGAAAATGCTATTGATTTTCGTTTAACTTATAATGAAGAAGATGAAGAGCCTATTGTT
AACGAAAATGCTATTGATTTTCGTTTAACTTATAATGAAGAAGATGAAGAGCCTATTGTT
AACGAAAATGCTATTGATTTTCGTTTAACTTATAATGAAGAAGATGAAGAGCCTATTGTT

Kk khkhkkhhkhhhhhkhAhdhhkhkh kA hkhhkhkh Ak khhkhkh kA hdkhdkhkhkhkhkdkhkhk kA hkkhdhkk*xhk kK

TTACCAGGAGCTTTTCCTAATCTTTTAGCCAATGGTTCTTCAGGG--=-———==—=—————
TTACCAGGAGCTTTTCCTAATCTTTTAGCCAATGGTTCTTCAGGG—————==——=-=—-———
TTACCAGGAGCTTTTCCTAATCTTTTAGCCAATGGTTCTTCAGGG-————===——=-=—-———
TTACCAGGAGCTTTTCCTAATCTTTTAGCCAATGGTTCTTCAGGGATTGCTGTTGGTATG
TTACCAGGAGCTTTTCCTAATCTTTTAGCCAATGGTTCTTCAGGG--=-———====—————
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Figura 21. Alineamiento multiple de secuencias nucleotidicas de parC de B. bacilliformis KC 583

(ID: 4684170) y las aisladas, utilizando el programa ClustalW 2.1. No encontrandose diferencias

entre ellas.
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5.8.2 Secuencias aminoacidicas de ParC: Mediante el anadlisis de las
secuencias aminoacidicas para ParC de las cepas analizadas no se encontrd
ninguna diferencia entre ellas en la region determinante de resistencia a
quinolonas (QRDR). En relacién con la secuencia de E. coli K-12 se encontr6é dos
diferencias dentro del QRDR en los aminoacidos 80 y 94 de S por A (posiciones
85 y 99 para B. bacilliformis). Otros cambios muy cercanos al sitio activo en los
aminodacidos 123 y 129 también de (Ser por Ala), como se muestra en la Figura
22.

QRDR
67 89 99 118
B.b-USM-LMMB-005  —————- KICARIVGDVMGKFHPHG ALVRLAQDFEVRYPLIDGQGNFGNIDG*DNA 53
B.b-KC583 PAQSYAKICARIVGDVMGKFHPHG HSIYDALVRLAQDFEVRYPLIDGQGNFGNIDG*DNA 119
B.b-USM-LMMB-006  —————-— KICARIVGDVMGKFHPHG ALVRLAQDFEVRYPLIDGQGNFGNIDG*DNA 53
B.b-USM-LMMB-007  —————- KICARIVGDVMGKFHPHG HSIYDALVRLAQDFEVRYPLIDGQGNFGNIDG*DNA 53
B.b-CIip57.17 e KICARIVGDVMGKFHPHG ALVRLAQDFEVRYPLIDGQGNFGNIDG*DNA 53
E.c-str.K-12-MG1655 ASAKFKKISARTVGDVLGKYHPHGDSACYEAMVLMAQPFSYRYPLVDGQGNWGAPDDPKYF 115
62 L 94 114

123 127 133
B.b-USM-LMMB-005 TEERMTEVEELLLEGINENAIDFRLTYNEEDEEPIVLPGAFPNLLANGSSG**** 109
B.b-KC583 TEERMTEVEELLLEGINENAIDFRLTYNEEDEEPIVLPGAFPNLLANGSSGIAVG 179
B.b-USM-LMMB-006 TEERMTEVEELLLEGINENAIDFRLTYNEEDEEPIVLPGAFPNLLANGSSG**** 109
B.b-USM-LMMB-007 TEERMTEVEELLLEGINENAIDFRLTYNEEDEEPIVLPGAFPNLLANGSSG**** 109
B.b-CIP57.17 TEERMTEVEELLLEGINENAIDFRLTYNEEDEEPIVLPGAFPNLLANGSSG**** 109
E.c-str.K-12-MG1655 TESRLSKYSELLLSELGQGTADWVPNFDGTLQEPKMLPARLPNILLNGTTGIAVG 175

iiiiiii:i::: :iiii. s i: L :ii :ii. :4«&:4« ii::i

119 123 129

Sitio

activo

Figura 22. Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas de ParC de la cepa de B.
bacilliformis KC 583 y las aisladas comparadas con ParC de E. coli K-12, utilizando el programa
ClustalWw 2.1. Se indica el QRDR comprendido en el recuadro rojo, y las sustituciones
aminoacidicas (Ser por Ala) resaltado en color negro. La numeracion en la parte inferior
corresponde a las posiciones de los aminoacidos de la proteina ParC de E. coli (NP_417491.1) y

en la parte superior su equivalente en B. bacilliformis (YP_989154.1).
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5.9 Analisis in silico de la subunidad B de la topoisomerasa IV (parE)

5.9.1 Secuencias nucleotidicas de parE: Mediante el analisis de las secuencias

nucleotidicas del gen parE de las cepas de B. bacilliformis se encontré6 dos

mutaciones puntuales en el aislado USM-LMMB-005 los cuales no produjeron

cambios en el coddn respectivo como se muestra en la Figura 23.
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—————————————————————————————————————— CGCGGAATTCCTCAATCT 18

GAAGTCGCACGAGAGCGCAAACTTTATCGCCAACGTTTCTCACGCGGAATTCCTCAATCT 600

/7.

/..

//...AAGATAGAGAAATAAATCGAAAAACTGCCGTACGTAAATTACGUTTACCTGGA 798

—————————————————————————————————————— CGCGGAATTCCTCAATCT 18
—————————————————————————————————————— CGCGGAATTCCTCAATCT 18
—————————————————————————————————————— CGCGGAATTCCTCAATCT 18

.CAACAGCTTAGTGGCCATGGTTCAGTTGAATGGGCGATAGCTTGGCACAATGGT 378
.CAACAGCTTAGTGGCCATGGTTCAGTTGAATGGGCGATAGCTTGGCACAATGGT 960
.CAACAGCTTAGTGGCCATGGTTCAGTTGAATGGGCGATAGCTTGGCACAATGGT 378
.CAACAGCTTAGTGGCCATGGTTCAGTTGAATGGGCGATAGCTTGGCACAATGGT 378
.CAACAGCTTAGTGGCCACGGTTCAGTTGAATGGGCGATAGCTTGGCACAATGGT 378

k% Kk Kk ok K ok Kk Kk ok ok K k| K Kk
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. .AAGATAGAGAAATAAATCGAAAAACTGCCGTACGTAAATTACGUTTACCTGGA 798

.AAGATAGAGAAATAAATCGAAAAACTGCCGTACGTAAATTACGCOTTACCTGGA 1380

.AAGATAGAGAAATAAATCGAAAAACTGCCGTACGTAAATTACGOTITACCTGGA 798
.AAGATAGAGAAATAAATCGAAAAACTGCCGTACGTAAATTACGOTTGCCTGGA 798
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AT AAAGA A AC A ——mm 1410
.ACTAAAGAAACAGTGCAAAATCTTATGGGAACTAAACCGGAAGAACGGTTCCGCTTTA 2038
CACTAAAGAAACA === == — m e e e e e e e e e 1410
 ACTAAAGA A AC A ——mmm 1410
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Figura 23. Alineamiento multiple de secuencias nucleotidicas de parE de B. bacilliformis KC 583

(ID: 4684565) y las aisladas, utilizando el programa ClustalW 2.1. Se encontr6 dos mutaciones

puntuales en el aislado USM-LMM-005 resaltadas en color amarillo. La numeracién en negrita

corresponde al coddn traducido de B. bacilliformis
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5.9.2 Secuencias aminoacidicas de ParE: Mediante el anadlisis de las
secuencias aminoacidicas de ParE, no se encontrd ninguna diferencia entre las
cepas aisladas dentro del QRDR, pero si existen diferencias en relacion a E. coli
K-12, en el amino&cido 441 (Lys por Arg) que es el mas reportado para cepas con

resistencia a fluoroquinolonas en E. coli, luego en el aminoacido 451 se puede

observar un cambio de (Ser por Ala) como se muestra en la Figura 24 .

44

B.b-USM-LMMB-005 ARSKAYLFNGVKIRWNCDPAALKDAKNIPEKDVEFYFPDGLKDYLSLSLKNKHLVTAEIFS 105
B.b-USM-LMMB-006 ARSKAYLFNGVKIRWNCDPAALKDAKNIPEKDVFYFPDGLKDYLSLSLKNKHLVTAEIFS 105
B.b-USM-LMMB-007 ARSKAYLFNGVKIRWNCDPAALKDAKNIPEKDVEFYFPDGLKDYLSLSLKNKHLVTAEIFS 105
B.b-CIP57.17 ARSKAYLFNGVKIRWNCDPAALKDAKNIPEKDVFYFPDGLKDYLSLSLKNKHLVTAEIFS 105
B.b-KC583 ARSKAYLFNGVKIRWNCDPAALKDAKNIPEKDVEFYFPDGLKDYLSLSLKNKHLVTAEIFS 299
E.c-str.K-12-MG1655 LKAKAVLCPGVEITF-—-----— KDEINNTEQ-RWCYQDGLNDYLAEAVNGLPTLPEKPFI 239

-:‘k‘k * *‘k:‘k : * x * .‘k: *‘k‘k:‘kkk: N s : *

328

B.b-USM-LMMB-005 GKTQQLSGHGSVEWAIAWHN--GDAYIQSYCNTIPTEEGGTHETGLRQTLLRGLKAYAEL 163
B.b-USM-LMMB-006 GKTQQLSGHGSVEWAIAWHN--GDAYIQSYCNTIPTEEGGTHETGLRQTLLRGLKAYAEL 163
B.b-USM-LMMB-007 GKTQQLSGHGSVEWAIAWHN--GDAYIQSYCNTIPTEEGGTHETGLRQTLLRGLKAYAEL 163
B.b-CIP57.17 GKTQQLSGHGSVEWAIAWHN--GDAYIQSYCNTIPTEEGGTHETGLRQTLLRGLKAYAEL 163
B.b-KC583 GKTQQLSGHGSVEWAIAWHN--GDAYIQSYCNTIPTEEGGTHETGLRQTLLRGLKAYAEL 357
E.c-str.K-12-MG1655 GN--FAGDTEAVDWALLWLPEGGELLTESYVNLIPTMQGGTHVNGLRQGLLDAMREFCEY 297

*: .. :*:‘k‘k: * *: :*‘k * * k% :‘k*‘k‘k .‘k*‘k‘k * x L :.‘k
B.b-USM-LMMB-005 IGNK-RASIITSDDVMASTVVMLSVEFIKDPQFVGQTKDRLATTEAQRIVENAIRDPFDHW 222
B.b-USM-LMMB-006 IGNK-RASIITSDDVMASTVVMLSVEFIKDPQFVGQTKDRLATTEAQRIVENAIRDPFDHW 222
B.b-USM-LMMB-007 IGNK-RASIITSDDVMASTVVMLSVEIKDPQFVGQTKDRLATTEAQRIVENAIRDPFDHW 222
B.b-CIP57.17 IGNK-RASIITSDDVMASTVVMLSVFIKDPQFVGQTKDRLATTEAQRIVENAIRDPFDHW 222
B.b-KC583 IGNK-RASIITSDDVMASTVVMLSVEIKDPQFVGQTKDRLATTEAQRIVENAIRDPFDHW 416
E.c-str.K-12-MG1655 RNILPRGVKLSAEDIWDRCAYVLSVKMQODPQFAGQTKERLSSRQCAAFVSGVVKDAFILW 357

*. A G CRARK Rk R HE

458 473

B.b-USM-LMMB-005 LANSPHEATKLLNWVIERAEERLKRRQDREINRKTAVRKLRLPGKLADCSQNSAAGAELFEF 282
B.b-USM-LMMB-006 LANSPHEATKLLNWVIERAEERLKRRQDREINRKTAVRKLRLPGKLADCSQNSAAGAELE 282
B.b-USM-LMMB-007 LANSPHEATKLLNWVIERAEERLKRRQDREINRKTAVRKLRLPGKLADCSQNSAAGAELFEF 282
B.b-CIP57.17 LANSPHEATKLLNWVIERAEERLKRRQDREINRKTAVRKLRLPGKLADCSQNSAAGAELE 282
B.b-KC583 LANSPHEATKLLNWVIERAEERLKRRQDREINRKTAVRKLRLPGKLADCSQNSAAGAELE 476
E.c-str.K-12-MG1655 LNQNVQAAELLAEMATISSAQRRMR--AAKKVVRKKLTSGPALPGKLADCTAQDLNRTELF 415

* .. : * * : .‘k. ‘k:.‘k:: e *‘k. *‘k‘k*‘k‘k‘k*: :‘k‘k‘k

412
QRDR
481 502 512 530

B.b-USM-LMMB-005 IVEGDSAGGSAKQARNRTNQAILPLEGKILNVASAHREKMSSSQTIADLILALGZGTRSK 342
B.b-USM-LMMB-006 IVEGDSAGGSAKQARNRTNQAILPLHGKILNVASAHREKMSSSQTIADLILALG3GTRSK 342
B.b-USM-LMMB-007 IVEGDSAGGSAKQARNRTNQAILPLHGKILNVASAEREKMSSSQTIADLILALG3GTRSK 342
B.b-CIP57.17 IVEGDSAGGSAKQARNRTNQAILPLEGKILNVASA@REKMSSSQTIADLILALGZGTRSK 342
B.b-KC583 IVEGDSAGGSAKQARNRTNQAILPLEGKILNVASA@REKMSSSQTIADLILALG“GTRSK 536
E.c-str.K-12-MG1655 LVEGDSAGGSAKQARDREYQATIMPLKGKILNTWEVSSDEVLASQEVHDISVAIGEDPDSD 475

:**************:* ***:**:*****' .. T :** : *: :*:* L. *'

420 441 451 489
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Figura 24. Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas de ParE de la cepa de B.
bacilliformis KC583 vy las aisladas, comparadas con ParE de E. coli K-12, utilizando el programa
ClustalW 2.1. Se indica el QRDR comprendido en el recuadro rojo, y sus respectivos aminoacidos
cambiantes (Lys por Arg) resaltado en color negro. La numeracion en la parte inferior corresponde
a las posiciones de los aminoacidos de la proteina ParE de E. coli (NP_417502.1) y en la parte

YREEDLRYERIIIMTDADVDGAHIASLLITFFFQEIPDLIRAGHLYLAVPPLYRISQGGK
YREEDLRYERIIIMTDADVDGAHIASLLITFFFQEIPDLIRAGHLYLAVPPLYRISQGGK
YREEDLRYERIIIMTDADVDGAHIASLLITFFFQEIPDLIRAGHLYLAVPPLYRISQGGK
YREEDLRYERIIIMTDADVDGAHIASLLITFFFQEIPDLIRAGHLYLAVPPLYRISQGGK
YREEDLRYERIIIMTDADVDGAHIASLLITFFFQEIPDLIRAGHLYLAVPPLYRISQGGK
DLS-QLRYGKICILADADSDGLHIATLLCALFVKHFRALVKHGHVYVALPPLYRIDLGKE
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superior su equivalente para B. bacilliformis (YP_989184.1).
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5.10 Analisis in silico de la subunidad B de la RNA polimerasa (rpoB)

5.10.1 Secuencias nucleotidicas de rpoB: Mediante el andlisis de las
secuencias nucleotidicas del gen rpoB en las cepas de B. bacilliformis no se
encontrd diferencias nucleotidicas entre las aisladas y la B. bacilliformis KC 583

como se muestra en la Figura 25.

B.b-USM-LMMB-005 GTGCGTTACGAATTTGATGCACCAAAGTTTGATGTTGAAGAATGTCGTCAGCGCGATCTA 108
B.b-USM-LMMB-006 GTGCGTTACGAATTTGATGCACCAAAGTTTGATGTTGAAGAATGTCGTCAGCGCGATCTA 108
B.b-USM-LMMB-007 GTGCGTTACGAATTTGATGCACCAAAGTTTGATGTTGAAGAATGTCGTCAGCGCGATCTA 108
B.b-KC583 GTGCGTTACGAATTTGATGCACCAAAGTTTGATGTTGAAGAATGTCGTCAGCGCGATCTA 300
B.b-CIP57.17 GTGCGTTACGAATTTGATGCACCAAAGTTTGATGTTGAAGAATGTCGTCAGCGCGATCTA 108
khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkkkk
B.b-USM-LMMB-005 ACTTATGCAGCACCATTAAAGGTGATATTACGCTTAATCGTATTTGATATTGATGAAGAT 168
B.b-USM-LMMB-006 ACTTATGCAGCACCATTAAAGGTGATATTACGCTTAATCGTATTTGATATTGATGAAGAT 168
B.b-USM-LMMB-007 ACTTATGCAGCACCATTAAAGGTGATATTACGCTTAATCGTATTTGATATTGATGAAGAT 168
B.b-KC583 ACTTATGCAGCACCATTAAAGGTGATATTACGCTTAATCGTATTTGATATTGATGAAGAT 360
B.b-CIP57.17 ACTTATGCAGCACCATTAAAGGTGATATTACGCTTAATCGTATTTGATATTGATGAAGAT 168
Ak kA hhkhkhkkhk kA hhhhkkhkhhhhhhkhkhhkhhhhkhkhhkhkhkhhkhkhkkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkkhkhkhkdxkhkx*k
B.b-USM-LMMB-005 ACCGGTTCTAAAGATATTAAGGATATCAAAGAGCAGGGTGTCTATATGGGCGATATGCCT 228
B.b-USM-LMMB-006 ACCGGTTCTAAAGATATTAAGGATATCAAAGAGCAGGGTGTCTATATGGGCGATATGCCT 228
B.b-USM-LMMB-007 ACCGGTTCTAAAGATATTAAGGATATCAAAGAGCAGGGTGTCTATATGGGCGATATGCCT 228
B.b-KC583 ACCGGTTCTAAAGATATTAAGGATATCAAAGAGCAGGGTGTCTATATGGGCGATATGCCT 420
B.b-CIP57.17 ACCGGTTCTAAAGATATTAAGGATATCAAAGAGCAGGGTGTCTATATGGGCGATATGCCT 228
hhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkkhkhkhkkhkhkkkhkkkkk
B.b-USM-LMMB-005 TTAATGACGAGTAATGGTACTTTTATCATTAACGGTACAGAGCGTGTTATTGTTTCGCAG 288
B.b-USM-LMMB-006 TTAATGACGAGTAATGGTACTTTTATCATTAACGGTACAGAGCGTGTTATTGTTTCGCAG 288
B.b-USM-LMMB-007 TTAATGACGAGTAATGGTACTTTTATCATTAACGGTACAGAGCGTGTTATTGTTTCGCAG 288
B.b-KC583 TTAATGACGAGTAATGGTACTTTTATCATTAACGGTACAGAGCGTGTTATTGTTTCGCAG 480
B.b-CIP57.17 TTAATGACGAGTAATGGTACTTTTATCATTAACGGTACAGAGCGTGTTATTGTTTCGCAG 288
hhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkkhhkhkhkkhkhkkkhkkkkk
B.b-USM-LMMB-005 ATGCATCGTTCTCCCGGTGTGTTTTTTGATCATGATARAGGAAAATCTCATTCGTCAGGA 348
B.b-USM-LMMB-006 ATGCATCGTTCTCCCGGTGTGTTTTTTGATCATGATARAGGAAAATCTCATTCGTCAGGA 348
B.b-USM-LMMB-007 ATGCATCGTTCTCCCGGTGTGTTTTTTGATCATGATAAAGGAAAATCTCATTCGTCAGGA 348
B.b-KC583 ATGCATCGTTCTCCCGGTGTGTTTTTTGATCATGATAAAGGAAAATCTCATTCGTCAGGA 540
B.b-CIP57.17 ATGCATCGTTCTCCCGGTGTGTTTTTTGATCATGATARAGGAAAATCTCATTCGTCAGGA 348
Ak kA hhkkhkhkkhkhkhAhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhhhkhkhkkhkhkhhkhkhkhkkhkhkhhkhkhkhkkhkhkhhkhhkhkkhkhhkdxkx*
B.b-USM-LMMB-005 AAGGTTCTTTTTGCAGCCCGTGTAATTCCCTATCGTGGTTCTTGGTTAGATATTGAATTT 408
B.b-USM-LMMB-006 AAGGTTCTTTTTGCAGCCCGTGTAATTCCCTATCGTGGTTCTTGGTTAGATATTGAATTT 408
B.b-USM-LMMB-007 AAGGTTCTTTTTGCAGCCCGTGTAATTCCCTATCGTGGTTCTTGGTTAGATATTGAATTT 408
B.b-KC583 AAGGTTCTTTTTGCAGCCCGTGTAATTCCCTATCGTGGTTCTTGGTTAGATATTGAATTT 600
B.b-CIP57.17 AAGGTTCTTTTTGCAGCCCGTGTAATTCCCTATCGTGGTTCTTGGTTAGATATTGAATTT 408
khkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkkhkkhkkkk
B.b-USM-LMMB-005 GATGCGAAAGATATCGTTTATGCTCGCATTGATCGGAGACGAAAGATTCCGGTTACTAGC 468
B.b-USM-LMMB-006 GATGCGAAAGATATCGTTTATGCTCGCATTGATCGGAGACGARAGATTCCGGTTACTAGC 468
B.b-USM-LMMB-007 GATGCGAAAGATATCGTTTATGCTCGCATTGATCGGAGACGARAGATTCCGGTTACTAGC 468
B.b-KC583 GATGCGAAAGATATCGTTTATGCTCGCATTGATCGGAGACGARAGATTCCGGTTACTAGC 660
B.b-CIP57.17 GATGCGAAAGATATCGTTTATGCTCGCATTGATCGGAGACGAAAGATTCCGGTTACTAGC 468
khkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkkhkkhkkkk
B.b-USM-LMMB-005 TTTCTGATGGCATTGGGTATGGATGCATCGGATATTTTGTCAACCTTTTATAATAAAGTT 528
B.b-USM-LMMB-006 TTTCTGATGGCATTGGGTATGGATGCATCGGATATTTTGTCAACCTTTTATAATAAAGTT 528
B.b-USM-LMMB-007 TTTCTGATGGCATTGGGTATGGATGCATCGGATATTTTGTCAACCTTTTATAATAAAGTT 528
B.b-KC583 TTTCTGATGGCATTGGGTATGGATGCATCGGATATTTTGTCAACCTTTTATAATAAAGTT 720
B.b-CIP57.17 TTTCTGATGGCATTGGGTATGGATGCATCGGATATTTTGTCAACCTTTTATAATAAAGTT 528
khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkhkkkhkkkkk
B.b-USM-LMMB-005 ACTTATGAGCGGGTTGAAAGTGGGTGGCGTATTCCTTATTCAGTGGATCGCTTTAAGGGA 588
B.b-USM-LMMB-006 ACTTATGAGCGGGTTGAAAGTGGGTGGCGTATTCCTTATTCAGTGGATCGCTTTAAGGGA 588
B.b-USM-LMMB-007 ACTTATGAGCGGGTTGAAAGTGGGTGGCGTATTCCTTATTCAGTGGATCGCTTTAAGGGA 588
B.b-KC583 ACTTATGAGCGGGTTGAAAGTGGGTGGCGTATTCCTTATTCAGTGGATCGCTTTAAGGGA 780
B.b-CIP57.17 ACTTATGAGCGGGTTGAAAGTGGGTGGCGTATTCCTTATTCAGTGGATCGCTTTAAGGGA 588

R R R R
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GTAAAATTGGTTTCTGATCTTGTTGATGCAGAGAGTGGAGAGGTTGTTGCTGAGGCTGGT
GTAAAATTGGTTTCTGATCTTGTTGATGCAGAGAGTGGAGAGGTTGTTGCTGAGGCTGGT
GTAAAATTGGTTTCTGATCTTGTTGATGCAGAGAGTGGAGAGGTTGTTGCTGAGGCTGGT
GTAAAATTGGTTTCTGATCTTGTTGATGCAGAGAGTGGAGAGGTTGTTGCTGAGGCTGGT
GTAAAATTGGTTTCTGATCTTGTTGATGCAGAGAGTGGAGAGGTTGTTGCTGAGGCTGGT

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkhkkkkhkkkkk

AAAAAGCTAACAGCTCGCACTGCAAAGCTTTTAGTAGAAAAGGGTCTAAAGGCGATTAGA
AAAAAGCTAACAGCTCGCACTGCAAAGCTTTTAGTAGAAAAGGGTCTAAAGGCGATTAGA
AAAAAGCTAACAGCTCGCACTGCAAAGCTTTTAGTAGAAAAGGGTCTAAAGGCGATTAGA
AAAAAGCTAACAGCTCGCACTGCAAAGCTTTTAGTAGAAAAGGGTCTAAAGGCGATTAGA
AAAAAGCTAACAGCTCGCACTGCAAAGCTTTTAGTAGAAAAGGGTCTAAAGGCGATTAGA

R R R R R R R 3

GTCAGTGAAGATGAATTATTAGGGTCTTATTTAGCGGATGATATCGTTAATTATGAAACA
GTCAGTGAAGATGAATTATTAGGGTCTTATTTAGCGGATGATATCGTTAATTATGAAACA
GTCAGTGAAGATGAATTATTAGGGTCTTATTTAGCGGATGATATCGTTAATTATGAAACA
GTCAGTGAAGATGAATTATTAGGGTCTTATTTAGCGGATGATATCGTTAATTATGAAACA
GTCAGTGAAGATGAATTATTAGGGTCTTATTTAGCGGATGATATCGTTAATTATGAAACA

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkkkkhkkhkkhkkkkk

GGTGAGATTTATCTTGAAGCTGGTGATGAAATTGATGAAAAAGTATTAAAAGTTTTATTT
GGTGAGATTTATCTTGAAGCTGGTGATGAAATTGATGAAAAAGTATTAAAAGTTTTATTT
GGTGAGATTTATCTTGAAGCTGGTGATGAAATTGATGAAAAAGTATTAAAAGTTTTATTT
GGTGAGATTTATCTTGAAGCTGGTGATGAAATTGATGAAAAAGTATTAAAAGTTTTATTT
GGTGAGATTTATCTTGAAGCTGGTGATGAAATTGATGAAAAAGTATTAAAAGTTTTATTT
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GATGTTGGTGCTAATCAAATCAATATTCTTGATATTGATCACATGAGTGTTGGAGCATAT
GATGTTGGTGCTAATCAAATCAATATTCTTGATATTGATCACATGAGTGTTGGAGCATAT
GATGTTGGTGCTAATCAAATCAATATTCTTGATATTGATCACATGAGTGTTGGAGCATAT
GATGTTGGTGCTAATCAAATCAATATTCTTGATATTGATCACATGAGTGTTGGAGCATAT
GATGTTGGTGCTAATCAAATCAATATTCTTGATATTGATCACATGAGTGTTGGAGCATAT

R R R R o R R 3

ATCCGCAATACTTTAAAAGTAGATAAAAATGAAAGTCGGCAAGATGCGTTATTTGATATT
ATCCGCAATACTTTAAAAGTAGATAAAAATGAAAGTCGGCAAGATGCGTTATTTGATATT
ATCCGCAATACTTTAAAAGTAGATAAAAATGAAAGTCGGCAAGATGCGTTATTTGATATT
ATCCGCAATACTTTAAAAGTAGATAAAAATGAAAGTCGGCAAGATGCGTTATTTGATATT
ATCCGCAATACTTTAAAAGTAGATAAAAATGAAAGTCGGCAAGATGCGTTATTTGATATT

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkhkkkkhkkkhkkkkk

TATCGGGTGATGCGTCCAGGAGAACCACCAACAATAGATACAGCGGAAGCTATGTTCCAC
TATCGGGTGATGCGTCCAGGAGAACCACCAACAATAGATACAGCGGAAGCTATGTTCCAC
TATCGGGTGATGCGTCCAGGAGAACCACCAACAATAGATACAGCGGAAGCTATGTTCCAC
TATCGGGTGATGCGTCCAGGAGAACCACCAACAATAGATACAGCGGAAGCTATGTTCCAC
TATCGGGTGATGCGTCCAGGAGAACCACCAACAATAGATACAGCGGAAGCTATGTTCCAC
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TCGTTGTTTTTTGATTCTGAGCGTTATGATCTTTCGGCTGTTGGTCGTGTTAAGATGAAT
TCGTTGTTTTTTGATTCTGAGCGTTATGATCTTTCGGCTGTTGGTCGTGTTAAGATGAAT
TCGTTGTTTTTTGATTCTGAGCGTTATGATCTTTCGGCTGTTGGTCGTGTTAAGATGAAT
TCGTTGTTTTTTGATTCTGAGCGTTATGATCTTTCGGCTGTTGGTCGTGTTAAGATGAAT
TCGTTGTTTTTTGATTCTGAGCGTTATGATCTTTCGGCTGTTGGTCGTGTTAAGATGAAT

Kok khkhhkhkkhhkhdhkhk Ak kA hdkhkhk Ak A hdhkhkkhkhdhkhkkhkhdhkhkkhkhkdkhkhkkhkkhkdhkk*xk kK

TTGCGTATGGGGCTTGATTGCCCTGATACGGTTCGTGTTTTGCGTCAAGAAGATATTATT
TTGCGTATGGGGCTTGATTGCCCTGATACGGTTCGTGTTTTGCGTCAAGAAGATATTATT
TTGCGTATGGGGCTTGATTGCCCTGATACGGTTCGTGTTTTGCGTCAAGAAGATATTATT
TTGCGTATGGGGCTTGATTGCCCTGATACGGTTCGTGTTTTGCGTCAAGAAGATATTATT
TTGCGTATGGGGCTTGATTGCCCTGATACGGTTCGTGTTTTGCGTCAAGAAGATATTATT

R R R R R I R

GGTGTTGTTAAGATGCTGGTTGAATTGCGCGATGGCCGTGGTGAAATTGATGATATCGAC
GGTGTTGTTAAGATGCTGGTTGAATTGCGCGATGGCCGTGGTGAAATTGATGATATCGAC
GGTGTTGTTAAGATGCTGGTTGAATTGCGCGATGGCCGTGGTGAAATTGATGATATCGAC
GGTGTTGTTAAGATGCTGGTTGAATTGCGCGATGGCCGTGGTGAAATTGATGATATCGAC
GGTGTTGTTAAGATGCTGGTTGAATTGCGCGATGGCCGTGGTGAAATTGATGATATCGAC

R R R R

AATCTTGGTAATCGTCGTGTTCGATCAGTTGGGGAATTGATGGAAAATCAATATCGGGTT
AATCTTGGTAATCGTCGTGTTCGATCAGTTGGGGAATTGATGGAAAATCAATATCGGGTT
AATCTTGGTAATCGTCGTGTTCGATCAGTTGGGGAATTGATGGAAAATCAATATCGGGTT
AATCTTGGTAATCGTCGTGTTCGATCAGTTGGGGAATTGATGGAAAATCAATATCGGGTT
AATCTTGGTAATCGTCGTGTTCGATCAGTTGGGGAATTGATGGAAAATCAATATCGGGTT

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkhkkkkk
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GGTTTGCTTCGTATGGAGCGTGCGATAAAGGAACGCATGTCTTCAGTTGAAATTGATACT
GGTTTGCTTCGTATGGAGCGTGCGATAAAGGAACGCATGTCTTCAGTTGAAATTGATACT
GGTTTGCTTCGTATGGAGCGTGCGATAAAGGAACGCATGTCTTCAGTTGAAATTGATACT
GGTTTGCTTCGTATGGAGCGTGCGATAAAGGAACGCATGTCTTCAGTTGAAATTGATACT
GGTTTGCTTCGTATGGAGCGTGCGATAAAGGAACGCATGTCTTCAGTTGAAATTGATACT

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkhkkkkhkkkkk

GTTATGCCACAAGATTTGATTAATGCGAAACCAGCTGCGGCAGCTGTTCGCGAGTTTTTT
GTTATGCCACAAGATTTGATTAATGCGAAACCAGCTGCGGCAGCTGTTCGCGAGTTTTTT
GTTATGCCACAAGATTTGATTAATGCGAAACCAGCTGCGGCAGCTGTTCGCGAGTTTTTT
GTTATGCCACAAGATTTGATTAATGCGAAACCAGCTGCGGCAGCTGTTCGCGAGTTTTTT
GTTATGCCACAAGATTTGATTAATGCGAAACCAGCTGCGGCAGCTGTTCGCGAGTTTTTT

R R R R R R R 3

GGGTCTTCGCAATTATCGCAGTTTATGGATCAAACTAATCCATTATCAGAAATTACTCAT
GGGTCTTCGCAATTATCGCAGTTTATGGATCAAACTAATCCATTATCAGAAATTACTCAT
GGGTCTTCGCAATTATCGCAGTTTATGGATCAAACTAATCCATTATCAGAAATTACTCAT
GGGTCTTCGCAATTATCGCAGTTTATGGATCAAACTAATCCATTATCAGAAATTACTCAT
GGGTCTTCGCAATTATCGCAGTTTATGGATCAAACTAATCCATTATCAGAAATTACTCAT

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkxkxx

AAACGTCGTCTTTCTGCTCTTGGGCCAGGTGGTTTAACTCGTGAGCGTGCAGGTTTTGAA
AAACGTCGTCTTTCTGCTCTTGGGCCAGGTGGTTTAACTCGTGAGCGTGCAGGTTTTGAA
AAACGTCGTCTTTCTGCTCTTGGGCCAGGTGGTTTAACTCGTGAGCGTGCAGGTTTTGAA
AAACGTCGTCTTTCTGCTCTTGGGCCAGGTGGTTTAACTCGTGAGCGTGCAGGTTTTGAA
AAACGTCGTCTTTCTGCTCTTGGGCCAGGTGGTTTAACTCGTGAGCGTGCAGGTTTTGAA

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhrkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkxx

GTGCGCGATGTGCATCCTACGCATTATGGTCGTATTTGTCCGATTGAAACGCCTGAAGGT
GTGCGCGATGTGCATCCTACGCATTATGGTCGTATTTGTCCGATTGAAACGCCTGAAGGT
GTGCGCGATGTGCATCCTACGCATTATGGTCGTATTTGTCCGATTGAAACGCCTGAAGGT
GTGCGCGATGTGCATCCTACGCATTATGGTCGTATTTGTCCGATTGAAACGCCTGAAGGT
GTGCGCGATGTGCATCCTACGCATTATGGTCGTATTTGTCCGATTGAAACGCCTGAAGGT

R R R R R T R R 3

CCAAATATTGGATTGATTAATTCTTTAGCGACTTTTGCGCGAGTTAATAAATATGGTTTC
CCAAATATTGGATTGATTAATTCTTTAGCGACTTTTGCGCGAGTTAATAAATATGGTTTC
CCAAATATTGGATTGATTAATTCTTTAGCGACTTTTGCGCGAGTTAATAAATATGGTTTC
CCAAATATTGGATTGATTAATTCTTTAGCGACTTTTGCGCGAGTTAATAAATATGGTTTC
CCAAATATTGGATTGATTAATTCTTTAGCGACTTTTGCGCGAGTTAATAAATATGGTTTC

Kohkkkkhkkhkhk Ak hkhkhkhhk kA hkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkkhkkkkkkkkx

ATTGAGAGTCCATATCGCAAAATTACCGATGGTAAAGTGACGACTGAGGTTGTTTATCTT
ATTGAGAGTCCATATCGCAAAATTACCGATGGTAAAGTGACGACTGAGGTTGTTTATCTT
ATTGAGAGTCCATATCGCAAAATTACCGATGGTAAAGTGACGACTGAGGTTGTTTATCTT
ATTGAGAGTCCATATCGCAAAATTACCGATGGTAAAGTGACGACTGAGGTTGTTTATCTT
ATTGAGAGTCCATATCGCAAAATTACCGATGGTAAAGTGACGACTGAGGTTGTTTATCTT

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkx

TCTGCTATGGAAGAAGCAAAACATTATGTAGCTCAAGCCAATTCTTCACTAGATTCAGAA
TCTGCTATGGAAGAAGCAAAACATTATGTAGCTCAAGCCAATTCTTCACTAGATTCAGAA
TCTGCTATGGAAGAAGCAAAACATTATGTAGCTCAAGCCAATTCTTCACTAGATTCAGAA
TCTGCTATGGAAGAAGCAAAACATTATGTAGCTCAAGCCAATTCTTCACTAGATTCAGAA
TCTGCTATGGAAGAAGCAAAACATTATGTAGCTCAAGCCAATTCTTCACTAGATTCAGAA

khkhkhkhkhkhhkhkhhhkhhhhhkhhkhkhhhhhhkhhkhhhkhhhhhhkhkhhhhhhhkhkhhkhhkhkhhhhkkkkxk

GGACGTTTCACAGAAGAGTTTGTAGTTTGTCGTCATGCAGGTGAAGTTTTGATGGTGCCA
GGACGTTTCACAGAAGAGTTTGTAGTTTGTCGTCATGCAGGTGAAGTTTTGATGGTGCCA
GGACGTTTCACAGAAGAGTTTGTAGTTTGTCGTCATGCAGGTGAAGTTTTGATGGTGCCA
GGACGTTTCACAGAAGAGTTTGTAGTTTGTCGTCATGCAGGTGAAGTTTTGATGGTGCCA
GGACGTTTCACAGAAGAGTTTGTAGTTTGTCGTCATGCAGGTGAAGTTTTGATGGTGCCA

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkx

CGTGATCACATAGATTTAATGGATGTTTCACCAAAACAGTTGGTTTCTGTAGCTGCTTCT
CGTGATCACATAGATTTAATGGATGTTTCACCAAAACAGTTGGTTTCTGTAGCTGCTTCT
CGTGATCACATAGATTTAATGGATGTTTCACCAAAACAGTTGGTTTCTGTAGCTGCTTCT
CGTGATCACATAGATTTAATGGATGTTTCACCAAAACAGTTGGTTTCTGTAGCTGCTTCT
CGTGATCACATAGATTTAATGGATGTTTCACCAAAACAGTTGGTTTCTGTAGCTGCTTCT

R R R R

CTTATTCCATTTTTGGAAAATGATGATGCGAATCGTGCGTTAATGGGATCAAACATGCAA
CTTATTCCATTTTTGGAAAATGATGATGCGAATCGTGCGTTAATGGGATCAAACATGCAA
CTTATTCCATTTTTGGAAAATGATGATGCGAATCGTGCGTTAATGGGATCAAACATGCAA
CTTATTCCATTTTTGGAAAATGATGATGCGAATCGTGCGTTAATGGGATCAAACATGCAA
CTTATTCCATTTTTGGAAAATGATGATGCGAATCGTGCGTTAATGGGATCAAACATGCAA
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B.b-USM-LMMB-005 CGTCAAGCAGTTCCATTGATCCGTTCTGAAGCACCATTTGTTGGTACAGGTATGGAGGCA 1968
B.b-USM-LMMB-006 CGTCAAGCAGTTCCATTGATCCGTTCTGAAGCACCATTTGTTGGTACAGGTATGGAGGCA 1968
B.b-USM-LMMB-007 CGTCAAGCAGTTCCATTGATCCGTTCTGAAGCACCATTTGTTGGTACAGGTATGGAGGCA 1968
B.b-KC583 CGTCAAGCAGTTCCATTGATCCGTTCTGAAGCACCATTTGTTGGTACAGGTATGGAGGCA 2160
B.b-CIP57.17 CGTCAAGCAGTTCCATTGATCCGTTCTGAAGCACCATTTGTTGGTACAGGTATGGAGGCA 1968
khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkhkkkkhkkkkk
B.b-USM-LMMB-005 ATAGTGGCTCGTGATTCAGGTGCTGCTATTAGTGCAAAACGTGGTGGTATTGTTGATCAA 2028
B.b-USM-LMMB-006 ATAGTGGCTCGTGATTCAGGTGCTGCTATTAGTGCAAAACGTGGTGGTATTGTTGATCAA 2028
B.b-USM-LMMB-007 ATAGTGGCTCGTGATTCAGGTGCTGCTATTAGTGCAAAACGTGGTGGTATTGTTGATCAA 2028
B.b-KC583 ATAGTGGCTCGTGATTCAGGTGCTGCTATTAGTGCARAACGTGGTGGTATTGTTGATCAR 2220
B.b-CIP57.17 ATAGTGGCTCGTGATTCAGGTGCTGCTATTAGTGCAAAACGTGGTGGTATTGTTGATCAR 2028
khkhkhkhhkkhkhkkhkhhkhkhkhhkhkhhkhkhkhhhkhhkhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhhkhdxkhkx*k
B.b-USM-LMMB-005 GTTGATGCAACACGTATTGTTATTCGTGCAACAGAAGATTTAGATCCTTCAAAATCTGGT 2088
B.b-USM-LMMB-006 GTTGATGCAACACGTATTGTTATTCGTGCAACAGAAGATTTAGATCCTTCAAAATCTGGT 2088
B.b-USM-LMMB-007 GTTGATGCAACACGTATTGTTATTCGTGCAACAGAAGATTTAGATCCTTCAAAATCTGGT 2088
B.b-KC583 GTTGATGCAACACGTATTGTTATTCGTGCAACAGAAGATTTAGATCCTTCAAAATCTGGT 2280
B.b-CIP57.17 GTTGATGCAACACGTATTGTTATTCGTGCAACAGAAGATTTAGATCCTTCAAAATCTGGT 2088
khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkkkkhkkhkkhkkkkk
B.b-USM-LMMB-005 GTTGATATTTATCGCTTGCAAAAATTTCAGCGTTCCAATCAATCTACATGTATTAATCAG 2148
B.b-USM-LMMB-006 GTTGATATTTATCGCTTGCAAAAATTTCAGCGTTCCAATCAATCTACATGTATTAATCAG 2148
B.b-USM-LMMB-007 GTTGATATTTATCGCTTGCAAAAATTTCAGCGTTCCAATCAATCTACATGTATTAATCAG 2148
B.b-KC583 GTTGATATTTATCGCTTGCAAAAATTTCAGCGTTCCAATCAATCTACATGTATTAATCAG 2340
B.b-CIP57.17 GTTGATATTTATCGCTTGCAAAAATTTCAGCGTTCCAATCAATCTACATGTATTAATCAG 2148
khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkx
B.b-USM-LMMB-005 CGTCCTCTTGTACATGTTGGTGACCGGATAGARAAGGGTGATATCATTGCTGATGGTCCA 2208
B.b-USM-LMMB-006 CGTCCTCTTGTACATGTTGGTGACCGGATAGARAAGGGTGATATCATTGCTGATGGTCCA 2208
B.b-USM-LMMB-007 CGTCCTCTTGTACATGTTGGTGACCGGATAGAAAAGGGTGATATCATTGCTGATGGTCCA 2208
B.b-KC583 CGTCCTCTTGTACATGTTGGTGACCGGATAGAAAAGGGTGATATCATTGCTGATGGTCCA 2400
B.b-CIP57.17 CGTCCTCTTGTACATGTTGGTGACCGGATAGARAAGGGTGATATCATTGCTGATGGTCCA 2208
Ak kA hhkhkhkhk kA hhhhhhhkhhkhhkhkhhhkhhhkhkhhkhkhhhkhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkkhkhkhhkdxkhkx*k
B.b-USM-LMMB-005 TCAACTGATCTTGGTGATTTAGCTCTTGGGCGGAATGTTCTTGTAGCATTTATGCCTTGG 2268
B.b-USM-LMMB-006 TCAACTGATCTTGGTGATTTAGCTCTTGGGCGGAATGTTCTTGTAGCATTTATGCCTTGG 2268
B.b-USM-LMMB-007 TCAACTGATCTTGGTGATTTAGCTCTTGGGCGGAATGTTCTTGTAGCATTTATGCCTTGG 2268
B.b-KC583 TCAACTGATCTTGGTGATTTAGCTCTTGGGCGGAATGTTCTTGTAGCATTTATGCCTTGG 2460
B.b-CIP57.17 TCAACTGATCTTGGTGATTTAGCTCTTGGGCGGAATGTTCTTGTAGCATTTATGCCTTGG 2268
dhkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkx
B.b-USM-LMMB-005 AATGGGTACAATTACGAAGACTCTATTTTGCTTTCTGAGCGTATCGTTGCTGATGATGTA 2328
B.b-USM-LMMB-006 AATGGGTACAATTACGAAGACTCTATTTTGCTTTCTGAGCGTATCGTTGCTGATGATGTA 2328
B.b-USM-LMMB-007 AATGGGTACAATTACGAAGACTCTATTTTGCTTTCTGAGCGTATCGTTGCTGATGATGTA 2328
B.b-KC583 AATGGGTACAATTACGAAGACTCTATTTTGCTTTCTGAGCGTATCGTTGCTGATGATGTA 2520
B.b-CIP57.17 AATGGGTACAATTACGAAGACTCTATTTTGCTTTCTGAGCGTATCGTTGCTGATGATGTA 2328
khkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkkhkkhkkkk
B.b-USM-LMMB-005 TTTACTTCGATTCATATTGAAGAATTTGAAGTTGCTGCACGTGATATGAAACTTGGGCCG 2388
B.b-USM-LMMB-006 TTTACTTCGATTCATATTGAAGAATTTGAAGTTGCTGCACGTGATATGAARACTTGGGCCG 2388
B.b-USM-LMMB-007 TTTACTTCGATTCATATTGAAGAATTTGAAGTTGCTGCACGTGATATGAAACTTGGGCCG 2388
B.b-KC583 TTTACTTCGATTCATATTGAAGAATTTGAAGTTGCTGCACGTGATATGAAACTTGGGCCG 2580
B.b-CIP57.17 TTTACTTCGATTCATATTGAAGAATTTGAAGTTGCTGCACGTGATATGAARACTTGGGCCG 2388
Ak kA hkhkkhkhkkhk kA hhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhhhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhhkhkhkhkkhkhkhhkhhkhkkhkhhkdxkx*k
B.b-USM-LMMB-005 GAAGAGATTACTCGTGATATTCCTAATGTTGCAGAAGAGGCATTAAGGAATCTTGATGAR 2448
B.b-USM-LMMB-006 GAAGAGATTACTCGTGATATTCCTAATGTTGCAGAAGAGGCATTAAGGAATCTTGATGAR 2448
B.b-USM-LMMB-007 GAAGAGATTACTCGTGATATTCCTAATGTTGCAGAAGAGGCATTAAGGAATCTTGATGAR 2448
B.b-KC583 GAAGAGATTACTCGTGATATTCCTAATGTTGCAGAAGAGGCATTAAGGAATCTTGATGAA 2640
B.b-CIP57.17 GAAGAGATTACTCGTGATATTCCTAATGTTGCAGAAGAGGCATTAAGGAATCTTGATGAR 2448
khkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkkhkkkk
B.b-USM-LMMB-005 GCTGGTATTGTCTATATTGGTGCTGAAGTTCAACCT === === === === — = ——m————— 2484
B.b-USM-LMMB-006 GCTGGTATTGTCTATATTGGTGCTGAAGTTCAACCT - ——————————————————————— 2484
B.b-USM-LMMB-007 GCTGGTATTGTCTATATTGGTGCTGAAGTTCAACCT -~ == === === ———————————m o 2484
B.b-KC583 GCTGGTATTGTCTATATTGGTGCTGAAGTTCAACCTGGTGATATTTTGGTTGGTARRATT 2700
B.b-CIP57.17 GCTGGTATTGTCTATATTGGTGC TGAAGTTCAACCT - === === === —————————————— 2484

Kk khkkhkhkhkhhkhkhkhk Ak A hkhkhk Ak kA hkkhkhkhAhkkhkkxk*k

Figura 25. Alineamiento multiple de secuencias nucleotidicas de rpoB de B. bacilliformis KC 583
(ID: 4683812) y las aisladas, utilizando el programa ClustalW 2.1. No encontrandose diferencias

entre ellas.
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5.10.2 Secuencias aminoacidicas de RpoB: Mediante el analisis de las
secuencias aminoacidicas de la subunidad 3 de la RNA polimerasa de las cepas
de B. bacilliformis analizadas, no se encontré ninguna diferencia entre ellas en la
regidon determinante de resistencia a rifampicina (RRDR). En relacion con la
secuencia de E. coli K-12 se encontré una diferencia muy cercana al RRDR en el
aminoacido 499 de S por A (posicion 513 para B. bacilliformis). El aminoacido en
posicion 531 (Serina) reportado en la literatura, es el mas cambiante para cepas

resistentes a rifampicina, en B. quintana es idéntico para B. bacilliformis como se

muestra en la Figura 26.

K ekk e kK .. Kk ek kkekkhkhkhkhkkAKk ook .ok * Kk K ckk Ak ARk KKK ok o Kk
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B.b-USM-LMMB-005 KVLFAARVIPYRGSWLDIEFDAKDIVYARIDRRRKIPVTSFLMALGMDASDILSTEYNKV 176
B.b-KC583 KVLFAARVIPYRGSWLDIEFDAKDIVYARIDRRRKIPVTSFLMALGMDASDILSTEYNKV 240
B.b-USM-LMMB-006 KVLFAARVIPYRGSWLDIEFDAKDIVYARIDRRRKIPVTSFLMALGMDASDILSTEFYNKV 176
B.b-USM-LMMB-007 KVLFAARVIPYRGSWLDIEFDAKDIVYARIDRRRKIPVTSFLMALGMDASDILSTEYNKV 176
B.b-CIP57.17 KVLFAARVIPYRGSWLDIEFDAKDIVYARIDRRRKIPVTSFLMALGMDASDILSTEFYNKV 176
B.quintana Toulouse KFLFAARVIPYRGSWLDIEFDAKDIIYARIDRRRKIPITSLLMALGMDASDILSTEYNKV 240
E.c-str.K-12-MG1655 KVLYNARIIPYRGSWLDFEFDPKDNLFVRIDRRRKLPATIILRALNYTTEQILDLFFEKV 228
'k.'k: 'k'k:'k'k'k'k'k'k'k'k'k:'k'k'k.'k'k .'k'k'k'k'k'k'k:'k * :'k 'k'k. :.:'k'k. 'k::'k'k
B.b-USM-LMMB-005 TYERVESGWRIPYSVDRFKGVKLVSDLVDAESGEVVAEAGKKLTARTAKLLVEKGLKAIR 236
B.b-KC583 TYERVESGWRIPYSVDRFKGVKLVSDLVDAESGEVVAEAGKKLTARTAKLLVEKGLKAIR 300
B.b-USM-LMMB-006 TYERVESGWRIPYSVDRFKGVKLVSDLVDAESGEVVAEAGKKLTARTAKLLVEKGLKAIR 236
B.b-USM-LMMB-007 TYERVESGWRIPYSVDRFKGVKLVSDLVDAESGEVVAEAGKKLTARTAKLLVEKGLKAIR 236
B.b-CIP57.17 TYERVESGWRIPYSVDRFKGVKLVSDLVDAESGEVVAEAGKKLTARTAKLLVEKGLKAIR 236
B.quintana Toulouse TYERDGDGWRIPYSVGRFKGVKLISDLVDADSGEVVAEAGKKLTVRAAKALAEKGLKAVK 300
E.c-str.K-12-MG1655 IFEIRDNKLOMELVPERLRGETASFDIEAN--GKVYVEKGRRITARHIRQLEKDDVKLIE 286
:k . 1 k::k_ k: k:k _k k:::k_k . k:__:k
B.b-USM-LMMB-005 VSEDELLGSYLADDIVNYETGEIYLEAGDEIDEKVLKVLFDVGANQINILDIDHMSVGAY 296
B.b-KC583 VSEDELLGSYLADDIVNYETGEIYLEAGDEIDEKVLKVLFDVGANQINILDIDHMSVGAY 360
B.b-USM-LMMB-006 VSEDELLGSYLADDIVNYETGEIYLEAGDEIDEKVLKVLEFDVGANQINILDIDHMSVGAY 296
B.b-USM-LMMB-007 VSEDELLGSYLADDIVNYETGEIYLEAGDEIDEKVLKVLFDVGANQINILDIDHMSVGAY 296
B.b-CIP57.17 VSEDELLGSYLADDIVNYETGEIYLEAGDEIDEKVLKVLEFDVGANQINILDIDHMSVGAY 296
B.quintana Toulouse ITEDDLLGSYLAEDIVNYQTGEIYLEAGDEIDEKALKILFDVSADQINILDIDHMNIGAY 360
E.c-str.K-12-MG1655 VPVEYIAGKVVAKDYIDESTGELICAANMELSLDLLAKLSQSGHKRIETLFTNDLDHGPY 346
. k_ :k_k _k*k: k_ k:_ . * * . . _:k: * T .. k_k
B.b-USM-LMMB-005 IRNTLKVDKNESRQDALFDIYRVMRPGEPPTIDTAEAMFHSLFFDSERYDLSAVGRVKMN 356
B.b-KC583 IRNTLKVDKNESRQDALFDIYRVMRPGEPPTIDTAEAMFHSLFFDSERYDLSAVGRVKMN 420
B.b-USM-LMMB-006 IRNTLKVDKNESRQDALFDIYRVMRPGEPPTIDTAEAMFHSLFFDSERYDLSAVGRVKMN 356
B.b-USM-LMMB-007 IRNTLKVDKNESRQDALFDIYRVMRPGEPPTIDTAEAMFHSLFFDSERYDLSAVGRVKMN 356
B.b-CIP57.17 IRNTLKVDKNESRQDALFDIYRVMRPGEPPTIDTAEAMFHSLFFDSERYDLSAVGRVKMN 356
B.quintana Toulouse IRNTLKVDKNESQQODALFDIYRVMRPGEPPTMDTAAAMFHSLFFDPERYDLSAVGRVKMN 420
E.c-str.K-12-MG1655 ISETLRVDPTNDRLSALVEIYRMMRPGEPPTREAAESLFENLFFSEDRYDLSAVGRMKEN 406
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Figura 26. Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas de la subunidad  de la RNA
polimerasa (RpoB) de la cepa de B. bacilliformis KC583 y las aisladas, comparadas con RpoB de
B. quintana cepa Toulouse (YP_032349.1) y RpoB de E. coli K-12 utilizando el programa ClustalW
2.1. Se indica el RRDR comprendido en el recuadro rojo, y su respectivo aminoacido cambiante
con relacion a

proteina RpoB de E. coli (NP_418414.1) y en la parte superior su equivalente para B. bacilliformis
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(YP_988881.1)

545 |

531

E. coli de (Ser por Ala).

LRMGLDCPDTVRVLRQEDIIGVVKMLVELRDGRGEIDDIDNLGNRRVRSVGELMENQYRV
LRMGLDCPDTVRVLRQEDIIGVVKMLVELRDGRGEIDDIDNLGNRRVRSVGELMENQYRV
LRMGLDCPDTVRVLRQEDIIGVVKMLVELRDGRGEIDDIDNLGNRRVRSVGELMENQYRV
LRMGLDCPDTVRVLRQEDIIGVVKMLVELRDGRGEIDDIDNLGNRRVRSVGELMENQYRV
LRMGLDCPDTVRVLRQEDIIGVVKMLVELRDGRGEIDDIDNLGNRRVRSVGELMENQYRV
LRMDLDCPDTVRILRQEDILAVVKMLVELRDGRGEIDDIDNLGNRRVRSVGELMENQYRI
RSLLREEIEGSGILSKDDIIDVMKKLIDIRNGKGEVDDIDHLGNRRIRSVGEMAENQERV
. . . .k ook Kk . * . Kk ) . .

ek e ke kkoekkhk Ak o hkhkhkhkohkhkhkhkhks Hhkkoko

416
480
416
416
416
480
466

RRDR
513 5pP1

GLLRMERAIKERMSSVEIDTVMPQDLINAKPAHAAVREFEGSSQLSQFMDQTNPLSEITH
GLLRMERAIKERMSSVEIDTVMPQDLINAKPAEAAVREFFGSSQLSQFMDQTNPLSEITH
GLLRMERAIKERMSSVEIDTVMPQDLINAKPAHAAVREFEGSSQLSQFMDQTNPLSEITH
GLLRMERAIKERMSSVEIDTVMPQDLINAKPAEAAVREFFGSSQLSQFMDQTNPLSEITH
GLLRMERAIKERMSSVEIDTVMPQDLINAKPAHAAVREFEGSSQLSQFMDQTNPLSEITH
GLLRMERAIKERMSSVEIDTVMPQDLINAKPAHAAVREFEGSSQLSQFMDQTNPLSEITH
GLVRVERAVKERLSLGDLDTLMPQDMINAKPISAAVKEFEFGSSQLSQFMDONNPLSEITH

kk ek oekkk o kkk ok eekkekhkhkkoekhkhkhkk okkkoekkkrkhkhkhkhkhkhkhkhkkkx *hkkkkkkk

499 5p7

476
540
476
476
476
540
526

KRRLSALEPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGE
KRRLSALEPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGE
KRRLSALGPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGE
KRRLSALEPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGE
KRRLSALGFPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGE
KRRLSALFPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRICPIETPEGPNIGLINSLATFARVNKYGFE
KRRISALFPGGLTRERAGFEVRDVHPTHYGRVCPIETPEGPNIGLINSLSVYAQTNEYGE

Kohkk ok hkfrhk Ak khkhk Ak A hdk Ak Ak A h A Ak Ak ke khh Ak kA hdhhkAhhhdhkhks ke *okkk

IESPYRKITDGKVTTEVVYLSAMEEAKHYVAQANSSLDSEGRFTEEFVVCRHAGEVLMVP
IESPYRKITDGKVTTEVVYLSAMEEAKHYVAQANSSLDSEGRFTEEFVVCRHAGEVLMVP
IESPYRKITDGKVTTEVVYLSAMEEAKHYVAQANSSLDSEGRFTEEFVVCRHAGEVLMVP
IESPYRKITDGKVTTEVVYLSAMEEAKHYVAQANSSLDSEGRFTEEFVVCRHAGEVLMVP
IESPYRKITDGKVTTEVVYLSAMEEAKHYVAQANSSLDSEGRFTEEFVVCRHAGEVLMVP
IESPYRKIIDGKVTTEVIYLSAMEESKHYVAQANSSLDAEGRFTDEFVVCRHAGEVLMAP
LETPYRKVTDGVVTDEIHYLSAIEEGNYVIAQANSNLDEEGHFVEDLVTCRSKGESSLES
:*:****: *k Kk *: ****:**_::

ckkkhkk Kk Kkek .ok Kk * %

RDHIDLMDVSPKQLVSVAASLIPFLENDDANRALMGSNMQRQAVPLIRSEAPEFVGTGMEA
RDHIDLMDVSPKQLVSVAASLIPFLENDDANRALMGSNMQOQRQAVPLIRSEAPEFVGTGMEA
RDHIDLMDVSPKQLVSVAASLIPFLENDDANRALMGSNMORQAVPLIRSEAPFVGTGMEA
RDHIDLMDVSPKQLVSVAASLIPFLENDDANRALMGSNMQOQRQAVPLIRSEAPEFVGTGMEA
RDHIDLMDVSPKQLVSVAASLIPFLENDDANRALMGSNMORQAVPLIRSEAPFVGTGMEA
RDHVDLMDVSPKQLVSVAAALIPFLENDDANRALMGSNMQROQAVPLVRAEAPEFVGTGMES
RDQVDYMDVSTQQVVSVGASLIPFLEHDDANRALMGANMORQAVPTLRADKPLVGTGMER
‘k‘k::‘k ‘k‘k‘k‘k.:‘k:‘k‘k‘k.*:******:*********:

Khkhkkkhkhkkhkhk koo kekkkkkk
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596
660
596
596
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646

656
720
656
656
656
720
706

La numeracién en la parte inferior corresponde a la



5.11 Analisis in silico del gen rpID de la proteina ribosomal L4

5.11.1 Secuencias nucleotidicas de rp/D ribosomal: Mediante el analisis de las
secuencias nucleotidicas del gen rp/lD de las cepas de B. bacilliformis se
encontrd cuatro mutaciones puntuales en el aislado USM-LMMB-005 de los
cuales una produjo cambios en el codén teniendo como resultado una Alanina
por Triptofano (codén 13). También se observa en el coddn 6 un cambio, pero se
debe a que los primers empleados fueron los de B. quintana que también

amplifica para B. bacilliformis como se observa en la Figura 27.
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Figura 27. Alineamiento mdltiple de las secuencias nucleotidicas del gen rp/D de la cepa B.
bacilliformis KC583 (ID: 4683931) y las aisladas, utilizando el programa ClustalW 2.1. Se indica las

mutaciones para la cepa USM-LMMB-005 resaltadas con color amarillo. La numeracion en negrita

Primer L4F

ATGGATCTTGTAATTAGAACCCTTGATGGTAA
——————————————— r——ACTCI'TGATGGTAAAAAA GTGAACTAAGTGTTTCCGAG
ATGGATCTTATAATTAAAACTCTITGATGGTAAAAAAACTGGTGAACTAAGTGTTTCCGAG

——————————————— F——ACTCTTGATGGTAAAAAA GTGAACTAAGTGTTTCCGAG
——————————————— r——ACTCTTGATGGTAAAAAAACTGGTGAACTAAGTGTTTCCGAG
——————————————— r——ACTCTTGATGGTAAAAAAGCTGGTGAACTAAGTGTTTCCGAA

kx*x kA kA kA kA kA kAkkxkkAkkAkkAkkkkk*% LRI I I I b b b b b b b b b b b b 3
6 13
T —»A
CATGTTTTCGGTCTTGTTCCGCGAGAAGATATTTTGCAGCGTGTTGTTCGTTGG!
CATGTTTTCGGTCTTGTTCCGCGAGAAGATATTTTGCAGCGTGTTGTTCGTTGG!
CATGTTTTCGGTCTTGTTCCGCGAGAAGATATTTTGCAGCGTGTTGTTCGTTGG!
CATGTTTTCGGTCTTGTTCCGCGAGAAGATATTTTGCAGCGTGTTGTTCGTTGG!
CATGTTTTCGGTCTTGTTCCGCGAGAAGATATTTTGCAGCGTGTTGTTCGTTGG!

Ak kkhkkhkkkhk Ak kA hkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk kK kKkkKkkxkkk

50"
Q

AAGGGAACGCATAAGGTACAGGGGCGTTCTGATATATCCCGAACTGGG
AAAAGGGAACGCATAAGGTACAGGGGCGTTCTGATATATCCCGAACTGGG
AAGGGAACGCATAAGGTACAGGGGCGTTCTGATATATCCCGAACTGGG
GCACGTCGTLAARAAGGGAACGCATAAGGTACAGGGGCGTTCTGATATATCCCGAACTGGG
GCACGTCGT AAGGGAACGCATAAGGTACAGGGGCGTTCTGATATATCCCGAACTGGG

kkkhkxhkkhkkfhk prkhkkhkdhkrhkkhkkhkkhkrxkkhkkhkkxkkkkkkxokkkkkkxkhkkkkkkxkkkkk*

GCACGTCGT
GCACGTCGT
GCACGTCGT

44
Q

. .AAAAAGTCGTGCACTTGGGTTACGTTTAGCTCTGTCAGCGAAGTTTAAG)

.. .AAAAAGTCGTGCACTTGGGTTACGTTTAGCTCTGTCAGCGAAGTTTAAG
//...AAAAAGTCGTGCACTTGGGTTACGTTTAGCTCTGTCAGCGAAGTTTAAG
. .AAAAAGTCGTGCACTTGGGTTACGTTTAGCTCTGTCAGCGAAGTTTAAG)

. .AAAAAGTCGTGCACTTGGGTTACGTTTAGCTCTGTCAGCGAAGTTTAAG)

corresponde al coddn traducido de B. bacilliformis.
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5.11.2 Secuencias aminoacidicas de L4 ribosomal: Mediante el analisis de las
secuencias aminoacidicas de la proteina L4 de las cepas de B. bacilliformis en
comparacién se encontrd para el aislado USM-LMMB-005 un cambio en el
aminoacido 13 de Alanina en comparacion con las demas cepas de B.

bacilliformis que es Treonina como se muestra en la Figura 28.

6 13 39 44
B.henselae Houston-1 -MDLLIKTLDGNEVGKLKVSESVEFGLVPREDILQRVVRWQLARRQQGTHQSQGRSDVSRT 59
B.quintana Toulouse ~MDLVIR[TLDGNEAGRLKVSESIFGLVPREDILQRVVRWQLARHQQGTHHSQGRSDVSRT 59
B.b-CIP57.17 === LDGKKTGELSVSEHVFGLVPREDILQRVVRWQLARRQKGTHKVQGRSDISRT 53
B.b-KC583 ~MDLII[K[TLDGKKTGELSVSEHVFGLVPREDILQRVVRWQLARRQKGTHKVQGRSDISRT 59
B.b-USM-LMMB-007 —————-|- LDGKKTGELSVSEHVFGLVPREDILQRVVRWQLARRQKGTHKVQGRSDISRT 53
B.b-USM-LMMB-006 -————-L= LDGKKTGELSVSEHVFGLVPREDILQRVVRWOQLARRQKGTHKVQGRSDISRT 53
B.b-USM-LMMB-005 —————--— TLDGKKAGELSVSEHVFGLVPREDILQRVVRWQLARRQKGTHKVQGRSDISRT 53
S.pneumoniae R6 MANVTLFDQTGKEAGQVVLSDAVFGIEPNESVVEFDVIISQRASLRQGTHAVKNRSAVSGG 60
E.c-str.K-12-MG1655 -MELVLKDAQS----ALTVSETTFGRDENEALVHQVVVAYAAGARQGTRAQKTRAEVTGS 55

. HE HE RO *e * I H
ERDR
0 70 74 7
B.henselae Houston-1 [|GAKMFKPKGTGRARHSSARMPOFRGGGKAHGPVVRSHAHTLPKKIRALGLRFALSAKLKA 119
B.quintana Toulouse GAKMFKOHGTGRARHS JARIPOFRGGGKAHGPVVRSHAHDLPKKIRVLGLRLALSAKLKA 119
B.b-CIP57.17 GAKMYKQOHGTGRARHS JARIPOFRGGGKAHGPVIRSHAHGLPKKSRALGLRLALSAKFKA 113
B.b-KC583 GAKMYKQKGTGRARHS SARIPOFRGGGKAHGPVIRSHAHGLPKKSRALGLRLALSAKFKA 119
B.b-USM-LMMB-007 GAKMYKQOKGTGRARHS SARINPOFRGGGKAHGPVIRSHAHGLPKKSRALGLRLALSAKFKA 113
B.b-USM-LMMB-006 GAKMYKQKGTGRARHS SARIPOFRGGGKAHGPVIRSHAHGLPKKSRALGLRLALSAKFKA 113
B.b-USM-LMMB-005 GAKMYKQKGTGRARHS SARINPOFRGGGKAHGPVIRSHAHGLPKKSRALGLRLALSAKFKA 113
S.pneumoniae R6 GRKPWRPKGTGRARQGSIRYPQWRGGGVVEFGPTPRSYGYKLPQKVRRLALKSVYSEKVAE 120
E.c-str.K-12-MG1655 GKKPWRPKGTGRARSGSIKYPIWRSGGVTFAARPODHSQKVNKKMYRGALKSILSELVRQ 115
SR e aalatiel I I L, HE HE LR *
61? 71% 75%  80°

63°
B.henselae Houston-1 DDLIVVDEENVKDAKTRMLVSCFSKLGFDNALLIGGNEVDLNFSRATSNIPNIDILPIQG 179
B.gquintana Toulouse NDLIIVDELNVKEAKTKMLVSCFSKLGFKNALLVGGKEIDINFSRAASNIPNIDILPIQG 179
B.b-CIP57.17 NDLIVIDEFNLQDPKTKVLATNFSKLGFNNALLIGGKEIDVNFFRAASNIPNIDVLPIQG 173
B.b-KC583 NDLIVIDEFNLQDPKTKVLATNFSKLGFNNALLIGGKEIDVNFFRAASNIPNIDVLPIQG 179
B.b-USM-LMMB-007 NDLIVIDEFNLQDPKTKVLATNFSKLGFNNALLIGGKEIDVNFFRAASNIPNIDVLPIQG 173
B.b-USM-LMMB-006 NDLIVIDEFNLQODPKTKVLATNFSKLGFNNALLIGGKEIDVNFFRAASNIPNIDVLPIQG 173
B.b-USM-LMMB-005 NDLIVIDEFNLQODPKTKVLATNFSKLGFNNALLIGGKEIDVNFFRAASNIPNIDVLPIQG 173
S.pneumoniae R6 NKEFVAVDALSFTAPKTAEFAKVLAALSIDSKVLVILEEGNEFAALSARNLPNVKVATATT 180
E

.c-str.K-12-MG1655 DRLIVVEKFSVEAPKTKLLAQKLKDMALED-VLIITGELDENLFLAARNLHKVDVRDATG 174

* % . . .. .k . * . ce k.

Figura 28. AIineamienfo.r.ntjliipiléide las .s.ecﬁen;:.ié.s.a.minoacic.iicas de L4de la cepa de B.
bacilliformis KC583 (YP_988998.1) y las aisladas, comparadas las secuencias de L4 de: B.
henselae Houston-1 (YP033834.1), B. quintana Toulouse (YP_032445.1), S. pneumoniae R6
(NP_357783.1) y E. coli K-12 (NP_417778.1), utilizando el programa ClustalW 2.1. Se indica el
ERDR comprendido en el recuadro rojo, y su respectivo aminoacido cambiante con relaciéon a S.
pneumoniae R6y E. coli K-12 (Ser por Ala) resaltado en color negro. La numeracién en la parte
inferior con superindice “a” corresponde a la proteina L4 de S. pneumoniae R6 y “b” a E. coli K-12,

y en la parte superior su equivalente para B. bacilliformis.
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5.12 Analisis in silico del gen rRNA 16S

5.12.1 Secuencias del gen rRNA 16S: Mediante el analisis de las secuencias
del gen rRNA 16S de las cepas de B. bacilliformis comparadas en el presente
estudio, no presentaron ninguna diferencia entre ellas siendo conservado el gen
para las cepas estudiadas; se compararon con la secuencia rRNA 16S de B.
henselae en donde estudios in vitro han encontrado una mutacion en la posicion

1408 de G (cepas resistentes) por A (nativa con fenotipo sensible), como se

muestra en la Figura 29.
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TTCAATATGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGC

———————————————————— GAGTGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTAC
AAGTCGAGCGCACTCTTTTTGAGTGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTAC
———————————————————— GAGTGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTAC
———————————————————— GAGTGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTAC
———————————————————— GAGTGAGCGGCAGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTAC
AAGTCGAGCGCACTCTTTTAGAGTGAGCGGCAAACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTAC

Ahkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhk hhkhkhkhhkhhkhkhhkhhhhkhkhkhkkhkkkxk

CCATCTCTACGGAATAACACAGAGAAATTTGTGCTAATACCGTATACGTCCTTCGGGAGA
CCATCTCTACGGAATAACACAGAGAAATTTGTGCTAATACCGTATACGTCCTTCGGGAGA
CCATCTCTACGGAATAACACAGAGAAATTTGTGCTAATACCGTATACGTCCTTCGGGAGA
CCATCTCTACGGAATAACACAGAGAAATTTGTGCTAATACCGTATACGTCCTTCGGGAGA
CCATCTCTACGGAATAACACAGAGAAATTTGTGCTAATACCGTATACGTCCTTCGGGAGA
CCATCTCTACGGAATAACACAGAGAAATTTGTGCTAATACCGTATACGTCCTTAGGGAGA

Khkkhkhkkhhkhhhkhkhkhhkhdkhhkhkh A hdkhhkhkhdkhdkhhkhkhkhdkhdkhkhdkhkhkdkhkkhkdh *hkkxh*K

AAGATTTATCGGAGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCCC
AAGATTTATCGGAGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCCC
AAGATTTATCGGAGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCCC
AAGATTTATCGGAGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCCC
AAGATTTATCGGAGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCCC
AAGATTTATCGGAGATGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTC

Ak khkkhkhkkhkhhkhhkhkkhkh Ak hkhkkhkhk Ak hkhhkhk kA kb hkkhkhk Ak hkhkhhk Ak hkhkkkhkkhkkhkkkk *

ACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACA
ACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACA
ACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACA
ACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACA
ACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACA
ACCAAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACA

Kohkkhkkhkkkhhkhdkhkhkkhhkhdkhkhkkhkhdkhkhkkhkkhdkhkhkkhkkhdkkhkhk kA dkhkkhkd kK kkxKk**

CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGA
CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGA
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TCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAA
TCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAA
TCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAA
TCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAA
TCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAA
TCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCACCGGTGAA

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkk

GATAATGACGGTAGCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
GATAATGACGGTAGCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
GATAATGACGGTAGCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
GATAATGACGGTAGCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
GATAATGACGGTAGCCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
GATAATGACGGTAACCGGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhk hhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkkkhkkkkkkkk

ACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCATGTAGGCGGATATTT
ACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCATGTAGGCGGATATTT
ACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCATGTAGGCGGATATTT
ACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCATGTAGGCGGATATTT
ACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCATGTAGGCGGATATTT
ACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCATGTAGGCGGATATTT

R R R R R 3

AAGTCAGAGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCCTTTGATACTGGATGTCTCG
AAGTCAGAGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCCTTTGATACTGGATGTCTCG
AAGTCAGAGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCCTTTGATACTGGATGTCTCG
AAGTCAGAGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCCTTTGATACTGGATGTCTCG
AAGTCAGAGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCCTTTGATACTGGATGTCTCG
AAGTCAGAGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTG

Kk khk Kk hkhkhkh A hdhkhk Ak Ak khkkhk Ak Ak hkkhkhkhk *AxkhkkhkrAhdhdkhkhkrhdhkdkhkkhkkxxkx * **k*x *

AGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTAAAATTCGTAGATATTCGGAGG
AGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTAAAATTCGTAGATATTCGGAGG
AGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTAAAATTCGTAGATATTCGGAGG
AGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTAAAATTCGTAGATATTCGGAGG
AGTATGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTAAAATTCGTAGATATTCGGAGG
AGTGTGGAAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTAAAATTCGTAGATATTCGGAGG

Khkk Khkkhkhk kA hdhkhhkhhkhdhhkkh kA hdhkhkkhkhdhkhkhkhdhkhkkhkhkdkhkhkkhkkhkdhkk*xhk kK

AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGG

Khkkhkkhkhkhk kA hkhkhkhk Ak kA hkhkhk kA kA hhkhkk Ak hkhhkhkhk Ak hkhkkhkhk Ak hkhkkhkhk kA hkkhkkkkkkk*x

GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTC
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTC
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTC
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTC
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTC
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGTTAGCCGTC
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GGGCAGTTTACTGCTCGGTGGCGCAGCTAACGCGTTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGG
GGGCAGTTTACTGCTCGGTGGCGCAGCTAACGCGTTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGG
GGGCAGTTTACTGCTCGGTGGCGCAGCTAACGCGTTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGG
GGGCAGTTTACTGCTCGGTGGCGCAGCTAACGCGTTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGG
GGGCAGTTTACTGCTCGGTGGCGCAGCTAACGCGTTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGG
GGGCGGTTTACTGCTCGGTGGCGCAGCTAACGCGTTAAACATTCCGCCTGGGGAGTACGG

khkkk hhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkhkkhkkkkkkk

TCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkkkkkhkkkkkkkk

TTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGATCGCGGAGAGTGG
TTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGATCGCGGAGAGTGG
TTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGATCGCGGAGAGTGG
TTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGATCGCGGAGAGTGG
TTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGATCGCGGAGAGTGG
TTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATCCCGATCGCGGAAGGTGG

Kk khk Kk hkhk Ak Ak hkhkhk Ak Ak dk Ak Ak Ak dk Ak Ak kA dk Ak A h kA dk Ak kA hdhk kA kK k& k% * kKK

AGACACTTTCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
AGACACTTTCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
AGACACTTTCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
AGACACTTTCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
AGACACTTTCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
AGACACCCTCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTC

* ok Kk k KKk Kk khkkhkhkhkh Ak Kk hkhk Ak Ak kh kA kA hkhkhk Ak A hkh kA kA hkh kA h kA hkhkkk*

GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAG
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAG
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAG
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAG
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAG
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCCTTAGTTGCCAG
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CATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGA
CATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGA
CATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGA
CATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGA
CATTCAGTTGGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGA
CATTTGGTTGGGCACTCTAGGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGATGA

* Kk Kk Kk Khkhkhkkhkhkhkhkhhhhh Ahkhhkhkhhhhhhhkhhhhhkhkhkhhhhhkhkhkrkhhkhhkhkhkhhkkhkkk*

CGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAG
CGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAG
CGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAG
CGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAG
CGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAG
CGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAG
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Figura 29. Alineamiento multiple de las secuencias nucleotidicas del gen rRNA 16S de la cepa B.
bacilliformis KC583 (NR_074203.1) y las de aisladas, comparadas con el gen rRNA 16S B.
henselae (NR_074335.1) y E. coli K-12 (NR_102804.1), utilizando el programa ClustalW 2.1. Se
indica una regién altamente conservada comprendida en el recuadro rojo y dentro de esta regién
el nucleétido A en posicidon 1408 resaltado en color amarillo, que cuando cambia a G tienen

fenotipo resistente a gentamicina. La numeracion en la parte inferior corresponde a E. coliK-12 'y

TGGGCAGCGAAACCGCAAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCAC
TGGGCAGCGAAACCGCAAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCAC
TGGGCAGCGAAACCGCAAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCAC
TGGGCAGCGAAACCGCAAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCAC
TGGGCAGCGAAACCGCAAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCAC
TGGGCAGCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCAC

KAk kA kA kA Ak kA hkhh *hkhkhkk Ak hk kA kA hkhkhkhkhk kA kA Ak Ak hkhkhkhkhk kA Ak kA Ak kA kA kkk k%

TCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGT
TCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGT
TCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGT
TCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGT
TCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGT
TCTGCAACTCGAGTGCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGT

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AKX KKK

Regidén altamente conservada

GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGT|FTGGTTTTACCCG
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGT|IGGTTTTACCCG
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGT|FGGTTTTACCCG
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGT|IGGTTTTACCCG
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGT|FTGGTTTTACCCG
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGT|FGGTTTTACCCG
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGT

Kk khkkhkhkhkh Ak kh kA kA hkhd Ak A h kA hdkhk kA h kA d Ak Ak x A xRk KKk kK

1408

AAGGTGCTGTGCTAACCGCAAGGAAGCAGGCAACCACGGTAGGGTCAGCGACTGGGGTGA
AAGGTGCTGTGCTAACCGCAAGGAAGCAGGCAACCACGGTAGGGTCAGCGACTGGGGTGA
AAGGTGCTGTGCTAACCGCAAGGAAGCAGGCAACCACGGTAGGGTCAGCGACTGGGGTGA
AAGGTGCTGTGCTAACCGCAAGGAAGCAGGCAACCACGGTAGGGTCAGCGACTGGGGTGA
AAGGTGCTGTGCTAACCGCAAGGAAGCAGGCAACCACGGTAGGGTCAGCGACTGGGGTGA
AAGGTGCTGTGCTAACCGCAAGGGGGCAGGCAACCACGGTAGGGTCAGCGACTGGGGTGA

Khkkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkkhkkxk** Kk khk Kk hkhkkh A hdhkhk Ak A hdhkhk Ak A hxhkd Kk k**K**

AGTCG———— === 1365
AGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGCGGCTGGATCACCT - —————— 1472
AGTCG———— === 1365
AGTCGm————————mmmmm 1365
AGTC G~ === 1365

AGTCGTAACAAGGTAGCCGTAGGGGAACCTGTGGCTGGATCACCTCCTTTCT 1492

en la parte superior su equivalente para B. bacilliformis.
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5.13 Modelamiento por homologia de las regiones determinantes de
resistencia antimicrobiana en B. bacilliformis.

Luego de analizar las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de las
regiones determinantes de resistencia a antimicrobianos de las cepas aisladas, se
procedioé a realizar el modelamiento molecular de las proteinas estudiadas para
localizar, en la estructura terciaria, los aminoacidos involucrados con resistencia
antimicrobiana y observar si existe diferencia a nivel de estructura, para ello se
emple6 el servidor online SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/). En las
Figuras 30, 31, 32, 33 y 34 se muestran los resultados obtenidos del
modelamiento molecular.

En la estructura terciaria del QRDR de GyrA de B. bacilliformis se pudo
apreciar un cambio en la posicion donde existe una diferencia aminoacidica de
Ala por Ser, cuando se compara con E. coli K-12, el cambio es resaltado en el
circulo rojo, sugiriendo una débil interaccion entre las quinolonas. Como se

observa en la Figura 30.

A) B)
Posicion ) Posicion ,
91 - Ala J7 I 83 - Ser '
o+{., o= Sitio Activo Sitio Activo
9 129 -R ® 121 -R
o 130 -Y = “2 122 -Y

h -

Figura 30.- Modelamiento de la estructura terciaria del QRDR de GyrA por homologia con GyrA de
E. coli K-12 (PDB: 2Y3P). En A, se muestra la regién del QRDR de B. bacilliformis, y en B, el
QRDR de E. coli K-12 MG1655. Las flechas de color negro indican las posiciones donde existe
diferencias aminoacidicas de B. bacilliformis y E. coli K-12, observando un cambio en la posicién
91 para B. bacilliformis resaltada en un circulo rojo, y las flechas rojas indican las posiciones

correspondientes al sitio activo.

" 58


http://swissmodel.expasy.org/

En la estructura terciaria del QRDR de GyrB de B. bacilliformis no se pudo
apreciar cambios en las posicion donde existe una diferencia aminoacidica de Arg
por Lys, cuando se compara con E. coli K-12, como se observa en la Figura 31.

A)

Posiciéon
436 - Asp

Posicion
426 - Asp

W Fosicion
447 - Lys

Posicién
457 - Arg

Figura 31.- Modelamiento de la estructura terciaria del QRDR de GyrB por homologia con GyrB de
E. coli K-12 (PDB: 3NUH). En A, se muestra la region del QRDR de B. bacilliformis, y en B, el
QRDR de E. coli K-12. Las flechas de color negro indican las diferencias aminoacidicas de B.
bacilliformis y E. coli K-12 MG1655, sin cambio en la posicién 457 para B. bacilliformis y la flecha
azul indica la localizaciéon del aminoacido Asp en donde se han reportado mutaciones para el caso

de cepas resistentes a quinolonas.

59



En la estructura terciaria del QRDR de ParC de B. bacilliformis se pudo
apreciar dos cambios en la estructura terciaria en las posiciones donde existe una
diferencia aminoacidica de Ala por Ser, cuando se compara con E. coli K-12; los
cambios son resaltados en circulo rojo, existiendo una débil interaccidén entre las

quinolonas, como se observa en la Figura 32.
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Figura 32.- Modelamiento de la estructura terciaria del QRDR de ParC por homologia con ParC de
E. coli (PDB: 1ZVU). En A, se muestra la region del QRDR de B. bacilliformis, y en B, el QRDR de
E. coli K-12 MG1655. Las flechas de color negro indican la posicion donde existe diferencias
aminoacidicas de B. bacilliformis y E. coli K-12, observando un cambio en las posiciones para B.
bacilliformis resaltadas en un circulo rojo, las flechas rojas indican las posiciones correspondientes

al sitio activo.

60



En la estructura terciaria del QRDR de ParE de B. bacilliformis se pudo
apreciar un cambio en la estructura terciaria en la posicion donde existe una
diferencia aminoacidica de Ala por Ser, cuando se compara con E. coli K-12; el
cambio es resaltado en circulo rojo, sugiriendo una débil interaccidon entre las

quinolonas, como se observa en la Figura 33.

A) B)

=% Posicion ‘ R Posicion '
N / "‘ X / ] 7 ': 451 ) ser - y
[/ 502- Arg  Posicion /) Posicion o
‘ 481- Asp (\/ 441-Lys  Posicion

420- Asp

Figura 33.- Modelamiento de la estructura terciaria del QRDR de ParE por homologia con ParE de
Acinetobacter baumannii (PDB: 2XKK). En A, se muestra la region del QRDR de B. bacilliformis, y
en B, la QRDR de E. coli K-12 MG1655. Las flechas de color negro indican la posicién donde
existe diferencias aminoacidicas de B. bacilliformis y E. coli K-12, observando un cambio en la
posicién para B. bacilliformis, resaltado en un circulo rojo, flecha azul indica la localizacién del
aminodacido Asp en donde se han reportado cepas resistentes a quinolonas cuando ha mutado

este amino&cido.
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En la estructura terciaria del ERDR de L4 de B. bacilliformis se pudo apreciar
un cambio en la posicion donde existe una diferencia aminoacidica de Ala por
Ser, cuando es comparado con S. pneumonie R6 y E. coli K-12, estas ultimas
presentan Ser en esa posicién, el cambio es resaltado en circulo rojo, como se

observa en la Figura 34.

Posicién

)
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4
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Posicion e / >
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66QKGTGRAR73 N
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T

Motivo conservado
67QKGTGRAR74

Figura 34.- Modelamiento de la estructura terciaria de la proteina L4 ribosomal por homologia con
L4 de Escherichia coli K-12 (PDB: 4GAU). En A, la proteina de B. bacilliformis y su ERDR (cuadro
delineado de color negro), en B, la proteina de S. pneumoniae R6 y su ERDR. Las flechas de color
negro indican la posicién donde existe diferencia de B. bacilliformis y S. pneumoniae R6,
observando un cambio en la posicidn resaltado en un circulo rojo para B. bacilliformis, la flecha
azul indica la localizacién donde inicia el ERDR, luego se observa un motivo conservado de 8
aminoacidos (QKGTGRAR) dentro del ERDR en las especies alineadas en la Figura 28.
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5.14 Modelamiento de la estructura secundaria de la region conservada del
rRNA 16S

Luego del alineamiento en la Figura 29, se observd una regidon conservada de
nucleétidos para B. bacilliformis, B. henselae y E. coli K-12 dentro de la cual se
encuentra el nucledtido A1408 (numeracion correspondiente a E. coli) que ha sido
reportado en cepas resistentes a Gentamicina cuando cambia a G, el mismo
cambio fue observado en cepas con resistencia al mismo antibiético en B.
henselae. A esta region se le realizd6 su modelo mediante el servidor RNAfold

(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi), como se observa en la Figura 35.
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Figura 35.- Modelo de la estructura secundaria del rRNA 16S de la secuencia altamente
conservada de B. bacilliformis, E. coli, y B. henselae en donde en esta Ultima se ha obtenido
mutantes resistentes a gentamicina mediante mutaciéon en la posicion 1408 de A por G. La

numeracion que indica la figura corresponde la B. bacilliformis
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5.15 Analisis del perfil de hidrofobicidad de las QRDR de GyrA, ParC y ParE

de B. bacilliformis

Luego de analizar los modelamientos y observar cambios en la estructura
terciaria de las proteinas estudiadas, se procedi6 a realizar el perfil de
hidrofobicidad de las regiones determinantes de resistencia para las proteinas
GyrA, ParC y ParE de B. bacilliformis comparandolas con las de E. coli K-12,
mediante el método de Kyte y Doolittle (1982) para predecir el caracter hidrofébico
de la regidén en estudio y que ocurre cuando existen los cambios de Ser por Ala,
para ello se emple6 el servidor online ProScale (http://web.expasy.org/protscale/)

de la Web ExPASy Bioinformatics Resource Portal.

Principio de la Escala: el caracter de hidrofobicidad es la propiedad de una
cadena lateral a ser menos soluble en agua que en un disolvente apolar, luego de
varios ensayos Kyte & Doolittle derivaron la siguiente escala de valores a los

aminoacidos en la Tabla 13:

Tabla 13. Escala de valores de Kyte & Doolittle (1982)

G -0.4 Q -3.5 S -0.8 Y -1.3
A 1.8 K -3.9 T -0.7 W -0.9
\% 4.2 H -3.2 D -3.5 C 2.5
L 3.8 R -4.5 E -3.5 M 1.9
I 4.5 F 2.8 N -3.5 P -1.6
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En el andlisis de hidrofobicidad para el QRDR de GyrA, la presencia de Ala
(posicién 91 en B. bacilliformis), representado en el cuadrado de color amarillo
incrementa la hidrofobicidad con respecto a Ser (posicion 83 para E. coliK-12), en

circulo rojo, como se observa en la Figura 36.

Figura 36.- Perfil de hidrofobicidad de la region QRDR de GyrA en A) perfil de B. bacilliformis 'y en
B) perfil de E. coli K-12. Notese el efecto que ocurre en el perfil de hidrofobicidad mediante un
cambio de por Ala. Los ejes representan lo siguiente, eje Y: Valor de la escala de Kyte &
Doolittle y eje X: posicion del aminoacido dentro de la QRDR.
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En el andlisis de hidrofobicidad para el QRDR de ParC, la presencia de Ala
(posicidén 85, 99 y 127 en B. bacilliformis), representados en el cuadrado de color
amarillo incrementan la hidrofobicidad con respecto a Ser (posicién 80, 94 y 123
para E. coli K-12) en circulo rojo, como se observa en la Figura 37.

| Hphob. 7/ Kyte & Doolittle

Hphob. 7 )'-:g'.e % Doolittle

Figura 37.- Perfil de Hidrofobicidad de la regién QRDR de ParC en A) perfil de B. bacilliformis y en
B) perfil de E. coli K-12. Notese el efecto que ocurre en el perfil de hidrofobicidad mediante
cambios de -@ por Ala. Los ejes representan lo siguiente, Y: Valor de la escala de Kyte &

Doolittle y eje X: posicidn del aminoacido dentro de la QRDR.
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En el andlisis de hidrofobicidad para el QRDR de ParE, la presencia de Ala
(posicidén 85, 99 y 127 en B. bacilliformis), representados en el cuadrado de color
amarillo incrementan la hidrofobicidad con respecto a Ser (posicion 80, 94 y 123
para E. coli K-12) en circulo rojo; el cambio de Arg por Lys (en tridngulo celeste)

no altera en nada la hidrofobicidad como se observa en la Figura 38.

thah.'/ Kyte & Doolittle

& Doolittle

Figura 38.- Perfil de hidrofobicidad de la region QRDR de ParE en A) perfil de B. bacilliformis 'y en
B) perfil de E. coli K-12. Nétese el efecto que ocurre en el perfil de hidrofobicidad mediante un
cambio de -@ por Ala y sin cambios en donde existe Arg\por lys.\Los ejes representan lo
siguiente, eje Y: Valor de la escala de Kyte & Doolittle y eje X: posicién del aminoacido dentro de

la QRDR.

67


http://web.expasy.org/protscale/pscale/Hphob.Doolittle.html

6. DISCUSION

6.1 Desarrollo de una prueba de difusiéon por disco (Kirby-Bauer), CIM
(prueba épsilon) y analisis de la susceptibilidad antimicrobiana de los
aislados de Bartonella bacilliformis

Se ha estandarizado el ensayo de susceptibilidad antimicrobiana mediante
difusion en disco con los antimicrobianos mencionados en la Tabla 11, resultando
que el tiempo de incubacion Optima para hacer la lectura es de seis dias,
concordando con los resultados obtenidos por Sobraques et al. (1999) y Quispe
(2009). En cuanto al ajuste de la concentracion del indculo bacteriano a la
turbidez equivalente a la escala 0.5, 1 y 2 de McFarland, no existieron diferencias
en tamano del diametro del halo de inhibicidbn en los dias evaluados como se
muestra en las Tablas 9 y 10, pero si hubieron diferencias en relacién al dia de
lectura, puesto que para las escalas 1 y 2 se pudo evidenciar la presencia de
halos a partir del quinto dia, concordando con Pendle et al. (2006), quien trabajo
con las tres escalas mencionadas para B. henselae, mencionando en sus
resultados que para indculos mas altos requieren menos dias de incubacion. El
dia éptimo fue el sexto dia en comparacion con los inéculos a escala 0.5 ya que
en ese dia comenz6 a definirse para las cepas de B. bacilliformis.

En el ensayo de la concentracion inhibitoria minima por E-test, sélo se
estandariz6 para el antibiético ciprofloxacina, el cual mostré diferencias de tamano
de la elipse cuando se trabajé con el inéculo ajustado a escala 2 de McFarland
obteniendo un valor de 0.032g/ml a partir del quinto dia. Para los inéculos a
escala 0.5 y 1 se mantuvieron los valores de 0.023 g/ml a partir del quinto hasta el
décimo segundo dia, como se muestra en la Tabla 9. Esto nos indica que a
escalas superiores a 1 las lecturas de las elipses varian hasta en una
concentracion motivo por el cual no podemos emplear un antibiograma con escala
2 McFarland para Bartonella bacilliformis, pero si para otra Bartonella como es el
caso de Bartonella henselae en donde se ha realizado una prueba de
susceptibilidad antimicrobiana por E-test a escala 2 de McFarland y los resultados
han podido ser leidos e interpretados después de 5 dias (Tsuneoka et al., 2010).
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En nuestros ensayo se desarrollé y estandariz6 las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana para ser leidos e interpretados al sexto dia, con inéculos ajustados
a escala 1 de McFarland, obteniendo buenos resultados y lecturas que
comenzaban a definirse a partir del quinto dia y que se mantenian estables hasta
el décimo segundo dia. Estos resultados del CIM para ciprofloxacina que oscilan
entre 0.19 — 0.023 pg/ml, de las cepas aisladas concuerdan con valores
reportados por Angelakis et al. (2008), Débecker et al. (2006) y Sobraques et al.
(1999). Nuestros resultados brindarian ventajas al personal que labora en el
sector salud, al ayudar en el desarrollo de una prueba de susceptibilidad en donde
se pueda llegar a obtener los resultados del perfil de susceptibilidad en un corto
tiempo, sin embargo el autor Angelakis (2008) recomienda 12 dias de incubacion
para el reporte de la CIM.

B. bacilliformis son sensibles a la mayoria de antibidticos in vitro, como lo
reporta Biswas et al. (2010) y que los resultados in vitro no son en algunos casos
correlativos con los in vivo (Rolain et al., 2004). Estudios han demostrados que in
vitro la mayoria de antibidticos empleados para las Bartonellas son
bacteriostaticos y pocos son bactericidas como los aminoglucésidos que
presentan una mayor efectividad in vitro (DObecker et al., 2006; Maurin y Raoult,
2001; Rolain et al., 2000; Ives et al., 2000; lves et al., 1997; Musso et al., 1995).
Esto nos demuestra que al brindar un tratamiento con antibidticos
bacteriostaticos, el agente causal puede llegar a persistir en el paciente y
presentarse fallas en el tratamiento. Quispe (2009) pudo aislar una cepa de B.
bacilliformis de un paciente que terminé su tratamiento con ciprofloxacina a la cual
le encontré susceptibilidad disminuida a la ciprofloxacina, por eso es necesario la
evaluacion del paciente hasta meses después del término de su tratamiento. En el
caso de las cepas aisladas en el presente estudio fueron de pacientes que no
habian comenzado el tratamiento y se encontraban en fase aguda de la
enfermedad. Para el aislado USM-LMMB-005 se volvié a muestrear al término del
tratamiento cuyo cultivo resulté negativo, al paciente se le habia tratado con el
antibidtico ceftriaxona
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Con relacién a la susceptibilidad, las cepas de aislados clinicos fueron
sensibles a los antibidticos ensayados: Ciprofloxacina, eritromicina, gentamicina,
rifampicina, ceftriaxona, amoxicilina, cloranfenicol que son los recomendados por
el MINSA (2006), los resultados fueron evidenciados fenotipicamente por los
ensayos de susceptibilidad como se muestra en la Tabla 11 y genotipicamente
por secuenciamiento de los genes asociados a dicha resistencia, sin encontrar

mutaciones, deleciones o inserciones en dichos genes.

6.2 Analisis in silico de genes relacionados con resistencia antimicrobiana

estudiados en los aislados de Bartonella bacilliformis

Las quinolonas inhiben la replicacién del DNA por unién a las enzimas DNA
girasa y topoisomerasa IV (John et al., 2009; Serra, 2008; Hiroshi y Katsumata,
2006). Ambas enzimas presentan estructura y organizacién parecida (tetrdmeros
constituidos por dos subunidades A y B para girasa y C y E para topoisomerasa,
Ay C contienen el centro activo para apertura y cierre del DNA mientras que B y
E presentan actividad ATPasa. En la presente investigacion se ha amplificado
fracciones de los genes que codifican las subunidades de la girasa y la
topoisomerasa, dentro de las fracciones se encuentran comprendidas las regiones
determinantes de resistencia para lo cual se han disefiado primers para los genes
gyrA, gyrB y parE, y para parC fueron obtenidos de literatura tal como se

menciona en la Tabla 4.

En relacion a la subunidad A de la DNA girasa (GyrA), la mayoria de
mutaciones descritas hasta la fecha han sido reportadas entre los aminoacidos
que comprenden la regién determinante de resistencia a quinolonas (QRDR).
Para Escherichia colila QRDR estd comprendida entre los aminoacidos 67 y 116
(Serra, 2008; Hopkins et al., 2005). Sobre la base de estas posiciones se ha
determinado por alineamiento de secuencias aminoacidicas, que la region del
QRDR de GyrA para Bartonella bacilliformis estd comprendida entre los
aminodcidos 74 al 124 (Figura 18), siendo el primer reporte para B. bacilliformis.
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Dentro de esta QRDR se encontrdé un cambio de Ser por Ala al comparar con
E. coli en la posicién 83 (numeracion de E. coli K-12 MG1655), en donde se ha
reportado para esta ultima, cepas resistentes al acido nalidixico mediante esta
mutacion (Hopkins et al., 2005). En 20 cepas de Bartonella spp. aisladas de
Australia se ha reportado esta mutacion natural de Ser por Ala con diferentes
valores de CIM, lo que el autor refiere como la susceptibilidad a fluoroquinolonas
por heterogeneidad (Angelakis et al., 2009; Angelakis et al., 2008). En ensayos in
vitro se han obtenido cepas de Bartonella bacilliformis resistentes a ciprofloxacina,
las que tenian una mutacién de Asp por Gly en el aminoacido 87, lo que seria
doble mutacién: una natural en la posicién 83 Ser por Ala y otra en la posicion 87
de Asp por Gly, cuyo fenotipo resulta en alto nivel de resistencia a todas las
quinolonas (Biswas et al., 2007). En las cepas de B. bacilliformis aisladas en este
estudio, se encontré el mismo cambio de Ser por Ala en la posicién 83 con
relacion a E. coli. Lo mismo encontrd Quispe (2009) al evaluar cepas de aislados
clinicos de Bartonella bacilliformis, y mutaciones fuera de la QRDR en las
posiciones 19 y 154 (numeracién correspondiente a E. coli K-12 MG1655), de Arg
con relacion a B. bacilliformis KC583. En el aislado USM-LMMB-007 (Figura 18)
de este estudio encontramos la misma mutacion de Arg en posicién 19 (posicidén
27 en B. bacilliformis), que si bien no esta relacionada con resistencia, nos
evidencia la adquisicion de mutaciones en el gen, las que podrian acumularse y

generar un fenotipo resistente.

En relacion a la subunidad B de la DNA girasa (GyrB), la mayoria de
mutaciones descritas hasta la fecha han sido reportadas en los aminoacidos 426
(Asp por Asn) y 447 (Lys por Glu), correspondiente a la QRDR en E. coli (Yoshida
et al., 1991). En nuestra investigacion se determin6 que la QRDR de Bartonella
bacilliformis esta comprendida entre los aminoacidos 428 y 486, como se muestra
en la Figura 20. No se ha encontrado ninguna diferencia en esta regién entre las
secuencias de las cepas aisladas, puesto que el aminoacido 436 en B.
bacilliformis es Asp al igual que el aminoacido equivalente en E. coli K-12
MG1655 (426). Por el contrario, si encontramos diferencia en el aminoacido 457
(Arg) de B. bacilliformis equivalente al aminoacido 447 (Lys) de E. coli K-12
MG1655. Si bien se han reportado mutaciones en el aminoacido 447 de Lys por
Glu en cepas de E. coli resistentes a ciprofloxacina, en B. bacilliformis la
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diferencia es por una Arg, cuyo cambio no influy6é en la susceptibilidad. La cepa
de B. bacilliformis USM-LMMB-005 presenté 4 mutaciones en la secuencia de
nucledtidos (Figura 20), de las cuales, tres de ellas no produjeron cambios en el
aminodcido respectivo. Sin embargo, la cuarta mutaciéon que se encuentra lejos
de la QRDR si lo produjo teniendo como resultado una Leu por Phe (592). Si bien
este cambio no alter6 en nada la susceptibilidad de la bacteria, una de la tres
mutaciones silenciosas en el codén 478 (Figura 20) de la cepa de B. bacilliformis
USM-LMMB-005, se encuentra dentro de la QRDR, esto nos evidencia la
adquisicién de mutaciones a nivel nucleotidico tanto dentro como fuera de la

region determinante de resistencia a quinolonas.

De acuerdo con nuestros resultados, la QRDR de la proteina ParC (subunidad
A de la topoisomerasa V) de Bartonella bacilliformis comprenderia desde el
aminodcido 67 al 118 (Figura 22). El analisis de la QRDR de ParC revela que
todas las cepas de B. bacilliformis presentan sustituciones de Ser por Ala en los
aminoacidos 85 y 99 (numeracién equivalente a 80 y 94 en E. coli) en
comparacién a ParC de E. coli K-12 (Figura 22). Las mutaciones en los
aminodcidos 78, 80 y 84 de la QRDR de ParC de E. coli K-12 MG1655, son las
mas descritas y relacionadas a la resistencia a quinolonas (Serra, 2008; Hopkins
et al. 2005). En las posiciones 119 (Arg) y 120 (Tyr) que corresponden al sitio
activo de esta enzima, no se encontraron sustituciones aminoacidicas. Ademas,
las posiciones 123 y 129 cercanas al sitio activo, también presentan cambios de
Ser por Ala. Estas sustituciones dentro de la QRDR también han sido encontradas
en Bartonella spp. y otras bacterias intracelulares como Tropheryma whipplei en
la que se ha reportado heterogeneidad de la susceptibilidad frente a las
fluoroquinolonas (Angelakis et al., 2009, Angelakis et al., 2008; Masselot et al.,
2003). Varios estudios describen que las mutaciones de Ser por Ala en dichas
posiciones estan asociadas a la resistencia natural a las fluoroquinolonas (del
Valle et al., 2010; Rodriguez et al., 2001; Cambau et al., 1994). Estos resultados
explicarian la resistencia al &cido nalidixico en todas la cepas de B. bacilliformis
aisladas en el presente estudio (Tabla 11). Es importante sefalar que a pesar de
encontrar las mutaciones para la resistencia a la quinolona &cido nalidixico,
posiblemente otras mutaciones en el gen parC de estas bacterias 0 en otros

genes deberian ser necesarias para que ocurra la resistencia a las
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fluoroquinolonas (como por ejemplo a la Ciprofloxacina). Actualmente, la Cip
parece ser efectiva en el tratamiento recomendado por el MINSA, sin embargo
existe adquisicion de resistencia por mutaciones acumuladas en estos genes. Por
tanto, como fue recomendado en otros estudios (Del Valle et al., 2010; Angelakis
et al., 2008) se debe evitar el uso de Cip como monoterapia en el tratamiento de
esta enfermedad.

Los resultados de este estudio sugieren que la QRDR de ParE (subunidad B
de la DNA topoisomerasa IV) de B. bacilliformis esta comprendida entre los
aminoacidos 473 y 530, como se muestra en la Figura 24. La mayoria de
mutaciones descritas en la QRDR de ParE de E. coli K-12 MG1655, que es
homéloga es GyrB (Ruiz et al., 1997), estan entre los aminoacidos 412 y 469. El
andlisis de las secuencias aminoacidicas de ParE de B. bacilliformis no reveld
cambios entre las secuencias, sin embargo, dentro de la QRDR se presentaron
dos sustituciones aminoacidicas en las posiciones 441 (Lys por Arg) y 451 (Ser
por Ala) en comparacién con E. coli K-12 MG1655. La posicién 420, resaltada en
amarillo (Figura 23), se encontré sin cambios. Los cambios tanto en la posicién
420 como 441 y sus equivalentes en B. bacilliformis (481 y 502, respectivamente),
son las mas citadas en cepas resistentes a quinolonas en E .coli (Jiménez et al.,
2009; Sorlozano et al., 2007; Hopkins et al., 2005). También se han reportado
cambios en los aminodcidos 416 (Leu por Phe), 445 (Leu por His) y 458 (Ser por
Ala). Estas mutaciones ya descritas (Jiménez et al., 2009; Sorlozano et al., 2007;
Hopkins et al., 2005) no fueron encontradas en las secuencias de B. bacilliformis
del presente estudio. Las mutaciones en otras posiciones podrian ser importantes
para la resistencia o disminucién de la susceptibilidad, como lo es el cambio en el
aminodcido 451, que en E coli K-12 es una Ser y su equivalente en B. bacilliformis
es Ala. Las sustituciones del mismo tipo (Ser por Ala) reportadas en el aminoacido
458, confieren resistencia en cepas de E. coli productoras de 3 lactamasas de
espectro extendido (Sorlozano et al., 2007). De las cepas de B. bacilliformis
aisladas, la cepa USM-LMMB-005 present6 mutaciones puntuales en el
nucleétido de la tercera posicion (Figura 23), las que no produjeron cambios en el
aminodcido respectivo (328 y 458). El aminoacido 458 se encuentra cercano a la
QRDR de ParE, por lo que es probable que los cambios nucleotidicos adicionales

a éstos puedan contribuir a generar resistencia, como la demuestra esta cepa,
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USM-LMMB-005 procedente de la localidad de Sondorillo, en la que se reportaron
fallas al tratamiento con Cip. Es posible que en las cepas de B. bacilliformis
circulantes en esta localidad se acumulen mutaciones en las secuencias de estos
genes asociados a la resistencia a Cip. En esta localidad, se trata a los pacientes
con la Enfermedad de Carrién con ceftriaxona en vez de Cip.

Para el gen de la RNA polimerasa subunidad 8 (rpoB) en donde el antibiético
rifampicina actua inhibiendo la RNA polimerasa dependiente de DNA, se ha
obtenido in vitro cepas de Bartonella bacilliformis resistentes a rifampicina (Biswas
et al., 2007) y cepas de Bartonella quintana (Biswas et al., 2009a), después de
tres pasajes, obteniendo una mutacién en la posicién 531 (Ser por Phe) dentro de
la region determinante de resistencia a rifampicina (RRDR) que esta comprendida
entre los aminoacidos 507 al 533 en E. coli. Sobre las bases de estas posiciones
se ha determinado por alineamiento de secuencias aminoacidicas, que la regién
de la RRDR de RpoB para B. bacilliformis esta comprendida entre los
aminoacidos 521 al 547 (Figura 26). En nuestro analisis de las cepas aisladas no
se encontraron diferencias entre ellas dentro de la RRDR como se muestra en la
Figura 26 ni a nivel nucleotidico como se observa en la Figura 25, las cepas
fueron sensibles al antibidtico rifampicina, por lo tanto la posicidon 531 numeracion
correspondiente a E. coli K-12 MG1655 cuyo equivalente en B. bacilliformis es
545, sigue siendo Ser. Esta regién de la RRDR es altamente conservada como lo
muestra el alineamiento, pero observamos en posicion 499 un cambio (Ser por
Ala) en comparacion con E. coli, cercano a la RRDR. Es importante mencionarlo,
ya que reportes del mismo cambio de aminoacidos para genes como gyrAy parC
le brindan a la bacteria una resistencia intrinseca a ciertos grupos de antibibticos

como las quinolonas.

El analisis para el gen rplD ribosomal cuyo producto es la proteina L4, y que
también se encuentra involucrada en resistencia a antibiéticos de tipo macrélidos,
mostrado en la Figura 28 con otras Bartonelas como B. henselae 'y B. quintana se
muestra un motivo altamente conservado ¢ QKGTGRAR74 y que también se
encuentra presente en S. pneumoniae y E. coli enmarcada en el cuadrado
morado. La numeracion corresponde a S. pneumoniae que es comunmente usada
cuando se comparan proteinas ribosomales (Vester y Douthwaite, 2001; Tait-
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Kamradt et al., 2000). Se ha detectado, mediante trabajos in vitro, mutaciones e
inserciones para las bacterias mencionadas, en el caso de B. henselae (Biswas et
al., 2006) después de 10, 12 y 16 pasajes (subcultivos) con antibiético
eritromicina. El autor ha encontrado mutaciones en las posiciones 71 (Gly por Arg)
y 75 (His por Tyr), numeracién correspondiente a S. pneumoniae. En cambio para
B. quintana Meghari et al. (2006), empleando células de cultivo y luego de 16
subcultivos, obtuvo mutantes resistentes a eritromicina. El autor en sus resultados
menciona una inserciéon de 9 aminoacidos GRARHSSAR después de la posicion
71 Arg y antes de la posicion 72 Ala empleando la numeracién de S.pneumoniae.
Cabe resaltar que Meghari et al. (2006) ha tenido un error en relaciéon a la
numeracion de 71 Arg y 72 Ala corresponderian a los aminoacidos 79 y 80
respectivamente segun nuestro alineamiento, que concuerda con Tait-Kamradt et
al. (2000), quienes han encontrado mutaciones en la posicién 69 (Gly por Cys) y
dos inserciones entre los aminoacidos 67Q y 68K dentro de la regiéon altamente
conservada ssKPWRQKGTGRAR74. Se considera importante corregir este error
de numeracion ya que trabajos como los de Quispe (2009), Biswas et al. (2008),
Biswas y Rolain (2010), vienen citando la numeraciéon equivocada, cuando la

numeracion correcta debe ser la que proponemos lineas arriba.

Con relaciéon a E. coli se han obtenido cepas resistentes a eritromicina con un
cambio en el aminoacido 63 (Lys por Gly), numeracién correspondiente a E. coli
(Chittum y Champney, 1994), posteriormente en el 2007 otras nuevas mutaciones
e inserciones han sido reportadas comprendidas, entre el motivo altamente
conservado: Q62K, K63E, G66C, R, D e inserciones en las posiciones: G56 (de
6aa: EVTGSG), K63(dedaa: TWRQ) y S72(de 6aa: RARSGS) el numero de
aminodcidos insertados son idénticos a los aminoacidos anteriores desde la
posicion de insercion, este mismo caso se ha reportado en cepas de S.
pneumoniae y B. quintana. Con estos datos analizados de las bacterias
mencionadas, hemos obtenido una region en B. bacilliformis la cual la llamaremos
en adelante ERDR “region determinante de resistencia a eritromicina”, como lo
mostramos en la Figura 28 mediante el alineamiento de secuencias
aminoacidicas y que esta comprendida entre los aminoacidos 60 al 78 de
Bartonella bacilliformis.
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Quispe (2009), en su investigacion reporta para un aislado de Bartonella
bacilliformis procedente de la sierra de la Libertad que en el aminoacido 13
presenta una mutaciéon (Thr por Ala) y en nuestra investigacion también se
encontr6é para la cepa USM-LMMB-005 la misma mutacion (Figura 27). Ademas
de esta mutacion, la misma cepa presentd otras tres, las cuales no produjeron
cambios en el aminoacido respectivo como lo muestra la Figura 28. Estas
mutaciones nos indicarian la existencia de cepas circulantes con mutaciones, que
si bien son lejanas al ERDR, el acimulo de las mismas a la larga llevaria a
brindarle resistencia a eritromicina, este antibiético es usado en la fase crénica de
la Enfermedad de Carrién. Quispe (2009) también reporta que sus cepas aisladas
presentan otra mutacién con relacién a la cepa de B. bacilliformis KC583 en la
posicidbn 6 numeracion correspondiente a B. bacilliformis, un cambio de Lys por
Arg, en nuestro analisis de alineamientos encontramos que este cambio no es
propio de las cepas sino se debe al uso de primers diseiados para B. quintana
Meghari et al. (2006), los cuales también hemos empleado en muestra
investigacion si bien amplifican para B. bacilliformis, el primer forward presenta un
cambio dentro del coddn 6 (Figura 27), que en una mala lectura del cromatograma
se interpretaria como mutacion y que produce este cambio de aminoacido de Lys
por Arg. Es de suma importancia mencionarlo y corregirlo mediante esta
investigacion, por si otros autores desean usar los mismos primers, lo otro es no

considerar en el andlisis de las secuencias de los primers

El analisis para el gen rRNA 16S blanco de aminoglucésidos (Maurin y Raoult,
2001; Biswas et al., 2009b) no presenté cambios en relacion con la cepa B.
bacilliformis KC583, si bien todas las cepas ensayadas fueron sensibles a
gentamicina, un aminoglucoésido, es importante resaltar los trabajos in vitro en
donde han obtenido cepas de Bartonella henselae resistentes a gentamicina
(Biswas et al., 2009b), luego de 9 subcultivos (18 semanas). Se encontr6 una
mutacién en posicion 1408 (Adenina por Guanina); la numeracioén corresponde a
E. coli K-12 MG1655, esta mutacién como lo reporta el autor es muy frecuente en
aislados clinicos. En la Figura 29 mostramos una regién altamente conservada
comprendida entre las posiciones 1373 al 1423 (numeraciéon de E. coli K-12
MG1655), dentro de la cual se encuentra la posicion 1408 reportada en
resistencia a gentamicina. Todas las cepas aisladas fueron sensibles a
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gentamicina, y al evaluar genotipicamente su blanco no encontramos mutacién
alguna en la posicion 1408. El analisis del gen rRNA 16S nos permitié confirmar la
especie de B. bacilliformis mediante el andlisis del secuenciamiento y
alineamiento con la cepa de B. bacilliformis KC583, del mismo modo los
amplificados del gen /alB como se muestra en la Figura 8 nos confirmaban que se
trataba del agente causal de la Enfermedad de Carrion.

6.3 Modelamiento y analisis del perfil de hidrofobicidad de las regiones
determinantes de resistencia antimicrobiana en los aislados de

Bartonella bacilliformis.

Saenz et al. (2003) menciona que cambios de Ser por Ala, Leu o Val dan como
resultado la pérdida de un grupo hidroxilo de la Ser y por tanto la capacidad de
formar puentes de hidrégeno, estos cambios son importantes en la interacciéon de
la quinolona con el complejo girasa-DNA. En la estructura terciaria del QRDR de
GyrA (Figura 30), ParC (Figura 32), ParE (Figura 33) y L4 (Figura 34) de B.
bacilliformis realizada por modelamiento (Guex y Peitsch, 1997; Schewede et al.,
2003; Arnold et al., 2006), se pudo apreciar un cambio en la posicién donde existe
una diferencia aminoacidica de Ser por Ala. Cuando es comparado con E. coli K-
12, el cambio, resaltado en el circulo rojo, sugiere una débil interaccién entre las
quinolonas, para el caso de GyrA, ParC y ParE. En caso de la eritromicina el
cambio es en el ultimo aminoacido de la ERDR que no afectaria en la interaccion
con la droga. Los cambios observados de Ser por Ala, podrian estar alterando los
patrones de hidrofobicidad que se relacionan con la estructura de la proteina.

Con relacion a los perfiles de hidrofobicidad mediante el método de Kyte y
Doolittle (1982) de las QRDR de GyrA (Figura 36), ParC (Figura 37) y ParE
(Figura 36), la sustitucion de una Ser por Ala aumenta el perfil de hidrofobicidad
como se observa en las figuras mencionadas y tenemos que para B. bacilliformis
muestra mayor hidrofobicidad con relacion a E. coli K-12 MG1655 en los
posiciones donde existe este cambio de Ser por Ala, que son las posiciones 83
para GyrA y 80, 94 para ParC pertenecientes a la QRDR y en ParC dos
posiciones fuera de esta regién son en las 123 y 129 muy cercanos al sitio activo
como se puede ver en la Figura 22. Similares reportes menciona Del Valle et al.
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(2010) al realizar este tipo de analisis en relacion al gen gyrA de E. coli y B.
bacilliformis mencionando que alteraciones en la hidrofobicidad aumentarian los
niveles asociados a la resistencia o a la disminucion de la susceptibilidad,
comprobando mediante este analisis la resistencia a una quinolona (acido
nalidixico) para B. bacilliformis. También notamos en las evaluaciones del perfil de
hidrofobicidad, que los cambios de un aminoacido por otro (pertenecientes al
mismo grupo) no alteran la hidrofobicidad, como se puede observar en la Figura
38 de ParE, donde existe un cambio en la posicién 441 de Lys por Arg ambos con
carga positiva.
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7. CONCLUSIONES

Se desarroll6 un antibiograma para Bartonella bacilliformis cuya lectura
optima se obtiene usando un inéculo ajustado a escala 1 de McFarland y con
un tiempo de incubacion de seis dias.

Las cepas de B. bacilliformis ensayadas fueron sensibles a los antibiéticos
que recomienda el Ministerio de Salud para la Enfermedad de Carrion.
Bartonella bacilliformis presenta resistencia natural a la quinolona acido
nalidixico.

Las regiones determinantes de resistencia a las quinolonas (QRDR) para
los genes: gyrA, gyrB, parC y parE en Bartonella bacilliformis, comprenden
los aminoacidos 74 a 124, 428 a 426, 67 a 118, y 473 a 530
respectivamente.

Las regiones determinantes de resistencia a Rifampicina (RRDR) para el
gen rpoB en Bartonella bacilliformis, comprenden los aminoacidos 521 a
547.

Las regiones determinantes de resistencia para eritromicina (ERDR) para
el gen rplD en Bartonella bacilliformis, comprende los aminoacidos 60 a 79,
siendo el primer reporte de una ERDR para este gen en Bartonella
bacilliformis.

En la secuencia del QRDR de ParC, la presencia de Alanina por Serina,
determina la resistencia al acido nalidixico pero no a otras quinolonas.

Se observé cambios en la estructura secundarias de las proteinas GyrA,
ParC y ParE en las posicion donde existe la diferencia de Ser por Ala
sugiriendo una débil interaccion entre la droga (quinolonas) y su blanco.

El cambio con relacién a E. coli K-12 MG1655 de Ser por Ala en ParC de
B. bacilliformis determina la resistencia al Nal pero no a la Cip.

Cambios de Ser por Ala incrementan la hidrofobicidad de la proteina por lo
tanto la resistencia a la droga.
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8. RECOMENDACIONES

» Se recomienda tomar muestras en otras zonas endémicas con el objetivo de
tener mayor numero de cepas de B. bacilliformis para analizar cepas

resistentes a los antimicrobianos.

» Se recomienda el uso de ceftriaxona, cuando existan fallas en el

tratamiento con ciprofloxacina.

» Se recomienda evaluar otros genes relacionados a la resistencia como:
rpsL, rpsG2 (relacionados a tetraciclina y aminoglucésidos); los genes rplV,
rRNA 23S (relacionados a macrélidos); hexapeptide repeat containing
transferase (relacionado a cloranfenicol al igual que el rRNA23S) y el gen
folA (relacionado a Trimetroprima).
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A) En el centro de salud Sondorillo - Huancabamba- Piura

B) En el centro de salud Cajacay — Ancash.

Enfermedad de Carrion.

Anexo 01
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Anexo 02: Toma de muestra de sangre periférica a paciente con sintomatologia
de la Enfermedad de Carribn en fase crénica en la Localidad de Sondor-

Huancabamba.
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Anexo 03: Miembro inferior de un paciente (Mujer) mayor de 60 afios con
sintomatologia de la Enfermedad de Carrién en fase crénica, en la Localidad de

Sondorillo- Huancabamba. Nétese las verrugas rojizas.

Anexo 04: Siembra en placa y medio bifasico en el laboratorio de Microbiologia
Molecular y Biotecnologia de las muestras de sangre de pacientes.
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Anexo 05: Ficha elaborada para pacientes con la enfermedad de Carrion.

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Pert, DECANA DE AMERICA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA MOLECULAR Y BIOTECNOLOGIA
FICHA CLINICA DE PACIENTES CON ENFERMEDAD DE CARRION

Datos del Paciente:

NOMDIre: ..., Cadigo:.....
Edad...... Sexo: FII M

Provincia:....ccccoeveueenn... Distrito:. e,
Muestra:

Fecha de la toma de muestra: ................
Tipo de muestra:
Sangre: ... [ Suero.[]

Datos clinicos:

A) ¢ Hace cuanto tiempo presenté la Enfermedad de Carrién?

B) Presentd las fases:
Hematica: sill no [
Verrucosa: sill no [l
Ambas: []
Actualmente esta haciendo la fase: ......cccccceeeveeeiieiiiiiins
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c) Diagnostico de laboratorio:
Frotis sanguineo: positivo...[] negativo... [
Cultivo: positivo...[] negativo... []
(En caso de cultivo positivo: se aislo la cepa de B. bacilliformis cédigo:

D) Tratamiento:

O Ciprofloxacina
Rifampicina
Eritromicina
Doxiciclina

Gentamicina

O o o o o

Cloramfenicol
0 ORI0S, e

+ ¢ Cuanto tiempo tomo los antibidticos?:

* Reacciond positivamente (¢S€ curd?): ..oooooveeeeieiiiiiiee
« Reaccioné negativamente (N0 s€ CUrd?): ..oooovviieeeereeeeinneen.

* ¢ Qué antibiéticos tomo después de la resistencia al antibiético?

$Secur6? [ ¢No se cur6? [
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Anexo 06: CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA TOMA DE MUESTRA
PARA PERSONAS MAYORES DE EDAD

Fecha: / /

La Enfermedad de Carrion o Bartonelosis humana es una enfermedad que se
presenta en las regiones andinas del Peru. Es causada por una bacteria llamada
Bartonella bacilliformis que ingresa a la sangre por la picadura del mosquito
conocido como “manta blanca” o “titira”. La bacteria entra a los glébulos rojos y los
destruye, poniendo en riesgo la salud y la vida de las personas infectadas. Para
controlar esta enfermedad, ademas de las acciones que viene tomando el
Ministerio de Salud, seria ideal contar con una vacuna, con pruebas rapidas de
diagnéstico de laboratorio y con un tratamiento antibiético basado en estudios que
permitan conocer si la bacteria muere o no frente a un antibiético. Si la bacteria no
muere con un antibiético se dice que es “resistente” a éste. Existen evidencias de
que esta bacteria esta adquiriendo resistencia a algunos de los antibidticos
recomendados, pero para conocer mejor esta situacion nosotros consideramos

necesario realizar estudios con bartonelas recientemente aisladas de pacientes.

Por estas razones, estamos haciendo una investigacion sobre la resistencia a los
antibiéticos de aislados clinicos de Bartonella bacilliformis titulada “Analisis de la
secuencia de genes asociados a la resistencia a antimicrobianos de aislados de
Bartonella bacilliformis procedentes de zonas endémicas del Peru”, el cual
permitird conocer mejor la resistencia de esta bacteria a los antibidticos y
desarrollar en el futro un método de deteccidn rapida de dicha resistencia.

Se invita a usted a participar en este estudio porque se le ha diagnosticado
clinicamente Bartonelosis humana. Si decide participar, solamente tendra que
hacer 2 cosas: 1) Llenar una ficha clinica con sus datos personales, estado de
salud y antibiéticos que ha tomado; y 2) permitirnos obtener una muestra de
sangre periférica que se colectara en 1 tubo estéril tipo vacutainer. En total, el

volumen de sangre a colectar sera solamente de 4ml.
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A cambio de su colaboracion se le proporcionara los resultados de la confirmacion
del diagnéstico de Enfermedad de Carrion hecho por hemocultivo y por un método
molecular: PCR. Asimismo, se determinara la resistencia o no a los antibiéticos de
la bartonela con la que usted se ha infectado. Estos resultados seran conocidos
solamente por el equipo de investigadores, su médico y usted. Ninguna

publicacién divulgara su nombre ni sus datos personales.

Usted puede hacernos todas las preguntas que desee y aceptar o no esta
invitacion; si acepta, le pedimos que firme este consentimiento indicando que ha
recibido la informacién necesaria respecto a este estudio y que esta dispuesto a
participar en él.

HE DECIDIDO PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO Y SE ME HA OTORGADO
UNA COPIA DE ESTE CONSENTIMIENTO.

Nombre del participante Nombre del personal que recaba
la autorizacién

D.N.I: D.N.I:

Telf.: Telf.:
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Anexo 07: CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA TOMA DE MUESTRA
PARA PERSONAS MENORES DE EDAD

Fecha: / /

La Enfermedad de Carribn o Bartonelosis humana es una enfermedad que se
presenta en las regiones andinas del Peru. Es causada por una bacteria llamada
Bartonella bacilliformis que ingresa a la sangre por la picadura del mosquito
conocido como “manta blanca” o “titira”. La bacteria entra a los globulos rojos y los
destruye, poniendo en riesgo la salud y la vida de las personas infectadas. Para
controlar esta enfermedad, ademas de las acciones que viene tomando el
Ministerio de Salud, seria ideal contar con una vacuna, con pruebas rapidas de
diagnéstico de laboratorio y con un tratamiento antibi6tico basado en estudios que
permitan conocer si la bacteria muere o no frente a un antibiético. Si la bacteria no
muere con un antibiético se dice que es “resistente” a éste. Existen evidencias de
que esta bacteria esta adquiriendo resistencia a algunos de los antibi6ticos
recomendados, pero para conocer mejor esta situacion nosotros consideramos

necesario realizar estudios con bartonelas recientemente aisladas de pacientes.

Por estas razones, estamos haciendo una investigacién sobre la resistencia a los
antibiéticos de aislados clinicos de Bartonella bacilliformis titulada “Analisis de la
secuencia de genes asociados a la resistencia a antimicrobianos de aislados de
Bartonella bacilliformis procedentes de zonas endémicas del Peru”, el cual
permitira conocer mejor la resistencia de esta bacteria a los antibidticos y
desarrollar en el futro un método de deteccidn rapida de dicha resistencia.

Se invita a que su hijo o hija participe en este estudio porque se le ha
diagnosticado clinicamente bartonelosis. Si decide participar, solamente tendra
que hacer 2 cosas: 1) Llenar una ficha clinica con sus datos personales, estado
de salud y antibiéticos que ha tomado; y 2) permitirnos obtener una muestra de
sangre periférica que se colectara en 1 tubo estéril tipo vacutainer. En total, el

volumen de sangre a colectar sera solamente de 4ml.
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A cambio de su colaboracion se le proporcionara los resultados de la confirmacion
del diagnéstico de Enfermedad de Carrion hecho por hemocultivo y por un método
molecular: PCR. Asimismo, se determinara la resistencia o no a los antibioticos de
la bartonela con la que su hijo o hija se ha infectado. Estos resultados seran
conocidos solamente por el equipo de investigadores, su médico y usted. Ninguna

publicacién divulgara su nombre ni sus datos personales.

Usted puede hacernos todas las preguntas que desee y aceptar o no esta
invitacion; si acepta, le pedimos que firme este consentimiento indicando que ha
recibido la informacién necesaria respecto a este estudio y que esta dispuesto a
participar en él.

HE DECIDIDO PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO Y SE ME HA OTORGADO
UNA COPIA DE ESTE CONSENTIMIENTO.

Firma Firma
Nombre del padre/madre/apoderado Nombre del personal que recaba
del participante la autorizacion
D.N.I: D.N.I:
Telf.: Telf.:
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Anexo 08: PRODUCCION CIENTIFICA.
Parte de los resultados se publicé como trabajo original en la Revista

Peruana de Biologia:

Espinoza-Culupu A., R. Quispe-Gaspar, M. Jaramillo, M. Icho, A.
Eca, P. Ramirez, D. Alvarado, J.C. Guerrero, F. Vargas-Vasquez, O.
Cérdova, R. Garcia-de-la-Guarda. 2014. Molecular characterization of
quinolones resistance determining region (QRDR) of Bartonella
bacilliformis topoisomerasa IV in clinical isolates. Revista peruana de
biologia 21(1): 089-098 (Mayo 2014),

doi: http:// doi.org/10.15381/rpb.v21i1.8251
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Resumen

Bartonella bacilliformis es el agente etiolégico de la Enfermedad de Carrién, endémica del
Perli. Pocas investigaciones han sido realizadas acerca de los genes asociados a la resistencia
antimicrobiana en aislados clinicos de este patdgeno. Estos genes no estan caracterizados
molecularmente, ni se conoce la region asociada a dicha resistencia. Por ello, el objetivo del
este trabajo fue caracterizar molecularmente la region determinante de la resistencia a las
quinolonas (QRDR) en la topoisomerasa 1V, que esta codificada por los genes parC y parE, asi
como también desarrollar una prueba de susceptibilidad antimicrobiana para B. bacilliformis.
Las muestras sanguineas de 65 pacientes procedentes de La Libertad, Cusco, Ancash y Piura,
se sembraron en placas de agar sangre e incubaron a 30 °C con 5% CO,. Luego se procedio
a: (1) determinar la susceptibilidad antimicrobiana y (2) extraer el DNA gendmico, amplificar
los genes mencionados, secuenciarlos y analizarlos mediante herramientas bioinformaticas.
Se obtuvieron 6 cultivos positivos. Los aislades fueron sensibles a 1a ciprofloxacina (excepto
uno procedente de Quillabamba-Cusco, que presentd susceptibilidad disminuida) y resis-
tentes al acido nalidixico. Del analisis de las secuencias aminoacidicas de ParC y ParE de
B. bacilliformis se concluye que presentan diferencias aminoacidicas en comparacion con las
secuencias de las proteinas respectivas de E. coli K12 MG1655, que probablemente confieran
resistencia al acido nalidixico pero no a la ciprofloxacina. Se determind que las QRDR de las
proteinas ParC y ParE de B. bacilliformis estan comprendidas entre los aminoacidos 67 al 118y
473 al 530, respectivamente. El antibiograma y la concentracion minima inhibitoria se evaltan
mejor usando indculos a escala 1 de McFarland y a los 6 dias de incubacion.

Palabras clave: Susceptibilidad antimicrobiana; Bartonella bacilliformis; ParC; ParE; qui-
nolonas.

Abstract

Bartonella bacilliformis is the etiologic agent of Carrion's disease, which if endemic to Peru.
Studies on antimicrobial resistance genes from clinical isolates of this pathogen are scarce,
and the molecular characteristics of these genes and their region resistance-associated are
currently unknown. In this work we made the molecular characterization of the quinolone-
resistance, and establish the region (QRDR) for the topoisomerase IV, which is encoded by the
parC and parE genes, as well as develop an antimicrobial susceptibility test for B. bacilliformis.
65 Blood samples from La Libertad, Cusco, Ancash and Piura were processed on Blood Agar
plates and incubated at 30 °C, 5% CO,. The antimicrobial susceptibility was determined, then
the genomic DNA extracted, aforementioned genes amplified, their sequence determined and
it analyzed using bioinformatics tools. Six positive cultures were obtained. The isolates were
susceptible to Ciprofloxacin (except one strain from Quillabamba — Cusco, which showed
decreased susceptibility) and were resistant to Nalidixic Acid. From the sequence analysis of
B. bacilliformis ParC and ParE there have been shown amino acid differences compared to the
respective protein sequences from E. coli K12 MG1655, which is likely to confer resistance to
Nalidixic Acid but not to Ciprofloxacin. It was determined that B. baciliiformis ParC and ParE
proteins QRDRs are comprised between amino acids 67 to 118 and 473 to 530, respectively.
The antibiogram and the minimal inhibitory concentration are best assessed using the #1
McFariand standards after a 6-day incubation period.

Keywords: antimicrobial susceptibility; Bartonella bacilliformis; ParC; ParE; quinolones.
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Espinoza-CuLurt et AL

Introduccion

Bartonella bacilliformis cs el agente ctiolégico de la Enferme-
dad de Carrién, endémica de los valles interandinos del Perii.
Esta enfermedad cs de notificacién obligatoria en el Pert y sus
tasas de incidencia por regiones han variado a lo largo de déca-
das, con un nimero clevado de casos en Amazonas, Ancash y
Piura en los tltimos anos (DGE, 2013). Sc han usado diferentes
antibiéticos para ¢l tratamicnto dec infecciones con B, bacilli-
Jformis, tales como critromicina, cloranfenicol, ciprofloxacina,
rifampicina, entre otros (MINSA 2006, Rolain ct al. 2004). El
tratamicnto con cstos antibidticos produce una rapida reduccién
de la bacteremia, sin embargo, sc ha reportado casos en que la
bacteremia persiste después de suspender ¢l tratamicnto con
antibiéticos (Rolain ct al. 2004, Henriquez ct al. 2004, Perez
ctal. 2010, Biswas 2010).

Actualmente, la ciprofloxacina (Cip) s considerada como
¢l tratamicento de primera linca en Perd, debido a su bucna
penetracién celular (MINSA 2006, Tarazona ct al. 2006).
Existen reportes donde se menciona que cl 22.6% dc los pa-
cientes presentaron bacteremia asintomatica crénica después del
tratamicnto con Cip (Pachas 2000), a pesar que este antibiético
aparentemente ¢€s €Xitoso (Maguiﬂa ctral. 2001, Maguiﬂa ctal
2008, Rolain ct al. 2004). Ademas estudios previos han demos-
trado una susceptibilidad disminuida de B. bacilliformisala Cip,
también como a otras fluoroquinolonas (Flores 2008, Dérbecker
ct al. 2006, Sobraques ct al. 1999). Asimismo, sc ha determi-
nado que las fluoroquinolonas usadas en monoterapias pueden
ser incfectivas porque sc han aislado facilmente B. bacilliformis
resistentes a Cip in vitro (Biswas ct al. 2007). Recientemente,
sc ha determinado que B. bacilliformis presenta resistencia cons-
titutiva a la quinolona dcido nalidixico (Nal) (Del Valle ct al.
2010). Asimismo, sc ha demostrado que existen aislados dc B.
bacilliformis que estan adquiricndo resistencia a rifampicina y
critromicina ademds de Cip (Minnick ct al. 2003, Biswas ctal.
2007). Maguina ct al. (2008), afirman quc la mayoria dc estos
tratamicntos sc han definido basindosc cn opinién de expertos o
estudios pequefios controlados, haciéndose necesaria la cjecucion
de cnsayos clinicos randomizados controlados para la biisqueda
de un mcjor tratamicnto.

Actualmente existen pocas investigaciones acerca de la suscep-
tibilidad a antimicrobianos in vitro de B. bacilliformis. No cxiste
un antibiograma cstandarizado para csta bacteria y tampoco sc
conocen los mecanismos de resistencia ni las secuencias de los
genes asociados a dicha resistencia. La base molecular de la resis-
tencia a las quinolonas, como ocurre en otros microorganismos,
reside en mutaciones en la regién determinante de resistencia a
quinolonas (QRDR) de los genes gyrA, gyrB de la topoisomerasa
II y los genes parC'y parE de la topoisomerasa IV (Law et al.
2010, Serra 2008, Hopkins ct al. 2005).

Por consiguicnte, cl objetivo del presente estudio fuc caracteri-
zar la secuencia de la QRDR de ParC y ParE de aislados clinicos
de B. bacilliformis dc zonas endémicas, asi como estandarizar un
proccdimicn(o para realizar el antibiograma y la concentracién
minima inhibitoria (CMI).

Material y métodos

Pacientes y muestras.- Sc colectaron 65 muestras de sangre

venosa cn tubos al vacio con anticoagulante EDTA, a personas
con sintomas dc la Enfermedad de Carrién (DGE 2013), segiin

su historia clinica, para lo cual nos asistia cl personal del centro
de salud de la zona, con autorizacién verbal del Jefe de la Re-
gion de Salud respectiva dada después de haberle presentado cl

proyccto de la investigacion.

Los muestrcos fucron realizados en las siguicntes zonas cn-
démicas de la Enfermedad de Carrién (DGE 2013): a) Sondor
(n=8), Sondorrillo (n=12) y Carmen dc la Frontera (n=23),
Departamento de Piura, b) Urubamba (n=5) y Quillabamba
(n=10), Departamento de Cusco, ¢) Calipuy (n=4), Depar-
tamento de La Libertad, y d) Caraz (n= 3), Departamento de
Ancash.

Declaracién de ética.- El cstudio fuc aprobado bajo los
lincamicntos del Comité de Etica de la Facultad de Ciencias
Biolégicas dc la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
Todos los pacicntes o adultos responsables firmaban por escrito
cl consentimicnto informado para la toma de muestra y su pos-
terior analisis. Los pacientes fucron informados que la muestra
de sangre seria utilizada para fines de investigacién y tomaban
la decision si aceptaban o rechazaban la toma de muestra.

Aislamiento de B. bacilliformis.- Para ¢l aislamicnto de
csta bacteria a partir de sangre de pacicntes, sc emplearon placas
de agar Columbia suplementado con 5% de glébulos rojos de
ovino y 2% dc sucro bovino fetal, asi como tubos con medio
bifisico compucstos por una fasc sélida del mismo medio antes
descrito y una fasc liquida de caldo infusién cercbro corazén
(BHI) (Colichén & De Bedon 1973; Coleman & Minnick
2001). Las placas sc sembraron por discminacién con 200 pl
de sangre homogencizada y los tubos con medio bifasico con la
adicion dc 800 a 1000 pL de sangre, siguicndo la mctodologia
de Quispe (2009). Los cultivos sc incubaron a 30 °C con 5%
de CO, a una humedad relativa de 100% (Quispe 2009; Min-
nick et al. 2003) por scis a ocho dias hasta su crecimicnto. Los
subcultivos y los ensayos de susceptibilidad antimicrobiana se
rcalizaron cn agar Columbia base (Merck) suplementado con
8% de glébulos rojos de ovino.

Determinacién de la susceptibilidad antimicrobiana en
Bartonella bacilliformis.- Se cmpleé la téenica de Kirby-Bauer
(CLSI 2011, Restrepo 2002; Perilla ct al. 2003) modificada
segin lo indicado por Pendle ct al. (2006) para los cnsayos de
difusién en disco, y la prucba Epsilon para la CMI. Los cultivos
de B. bacilliformis aislados de pacicntes y las cepas del Instituto
Pastcur de Francia CIP57.17 y CIP57.18, sc resuspendicron
en un volumen de 3 mL de solucién salina fisiolégicaa pH 7.2
a una concentracién cclular equivalente a las escalas 0.5, 1 y 2
de McFarland. Se inoculé un volumen de 1.5 mL de las sus-
pensioncs bacterianas cn las placas, bafiando toda la superficic
y aspirando ¢l exceso con una micropipeta. Luego sc procedio a
colocar los discos de antibiético (Oxoid) ¢ incubar a 30 °C con
5% de COZ y a una humedad relativa de 100%. La cvaluacién
del crecimicnto ¢ inhibicién bacteriana en las placas sc realizaron
desde el dia 5 hasta el 12. Para la susceptibilidad bacteriana sc
emplearon los siguientes antimicrobianos: discos de Cip (5 pg) y
de Nal (30 pg), y tiras de Cip con una gradiente de concentracion
dc 0.02 a 32 pg/ pL (tiras MICE de Oxoid).

Extraccién de DNA.- La extraccién del DNA genémico de
las bartonclas, provenicntes de cultivos en placas, sc realizé usan-
do cl kit Miniprep de Wizard Genomic Purification (Promega),

siguicndo las indicaciones del fabricante.

90

Rev. peru. biol. 21(1): 089 - 098 (Mayo 2014)

100



CARACTERIZACION MOLECULAR DE RESISTENCIA A QUINOLONAS EN BARTONELIA BACILLIFORMIS

Lavado del paquete celular.- Sc hicicron 3 lavados dc las
células bactcrianas con agua dc grado molccular para climinar
los restos de medio de cultivo, centrifugando a 13000 rpm por
2 minutos y descartando cl sobrenadante.

Lisis celular y accién de la RNasa.- Al sedimento de células
bactcrianas sc le adicioné 600 pl de la solucién de lisis ¢ incubé
a 80 °C por 5 minutos, lucgo sc dcjé a temperatura ambicente
por 5 minutos para adicionarle 3 pL dc RNasa (4mg/mlL) y sc
incubé a 37 °C por 1 hora.

Precipitacion de proteinas.- Sc agregd 200 pL de solucién
de precipitacién de proteinas al lisado tratado con RNasa, sc
homogencizé vigorosamente por 20 scgundos ¢ incubé por 5
minutos en hiclo. Lucgo sc centrifugé a 13000 rpm por 3 mi-
nutos colocando ¢l sobrenadante a un tubo de microcentrifuga

de 1.5 mL.
Precipitacion de DNA.- Al tubo dc microcentrifuga con

sobrenadante, se adicioné 600 pL de isopropanol absoluto mez-
clando suavemente por inversién, hasta formar una masa visible
de DNA, para lucgo centrifugar a 13000 rpm por 2 minutos,
climinando ¢l sobrenadante cuidadosamente y escurriendo ¢l
tubo en papel absorbente limpio.

Lavado del DNA.- Al microtubo que contenfa ¢l sedimento
de DNA sc adicioné 600 pL. de ctanol al 70%, sc mezclé por
inversién varias veces para lavar cl sedimento, lucgo sc centri-
fugé a 13000 rpm por 2 minutos, sc climiné cl sobrenadante
cuidadosamente y sc dejé secar el tubo de 10 a 15 minutos.

Hidratacién del DNA.- El DNA fuc rchidratado con 100
pL de solucién de rehidratacién de DNA por incubacién a 65°C
por | hora, periédicamente sc golpcaba cl tubo suavemente para
mezclar la solucién. Finalmente se guardé a -20°C hasta su uso.

Ensayo de PCR.- La amplificacién por PCR del gen ia/B de
B. bacilliformis sc realizé para confirmar la especic (Mitchell &
Minnick 1995, Flores 2008). Postcriormente, sc amplificé las
regiones QRDR dc los genes parCy parE de la topoisomerasa [V.
Los iniciadores usados fucron ParC F: TCTTATGCTAAGTG-
TGCACGGA y ParC R: TACCAACAGCAATCCCTGAAGAA
(Flores, 2008), ParE F: GAAGTCGCACGAGAGCGCAA y
ParE R: AGCGGAACCGTTCTTCCGGT (disenados en este
estudio). El parimetro de ciclaje fuc: desnaturalizacién a 95 °C
durante 3 minutos (1 ciclo), seguido de 29 ciclos a 94 °C por
30 segundos, hibridacién a 57 °C (parC), 58 °C (ialB) y 62 °C
(parE) por 30 scgundos, cxtensién a 72 °C por 30 scgundos y
extension final a 72 °C por 7 minutos. La mezcla de reaccién en
un volumen de 50 pL. fuc: 1.5 pl. de cada iniciador (10 uM), 5
pL de dNTPs (2mM), 5 pL de buffer Kod Hot Start (10X), 3
pL de MgSO, (25mM), 1.5 uL. de 72g KOD Hor Start (Nova-
gen’), 31.5 pl de agua grado molecular y 1 ul. de DNA molde.

Para visualizar ¢l DNA y los productos de amplificacién, sc
hicicron clectroforesis en gel de agarosa al 1% cn buffer TAE
0,5X, mezclando las muestras con solucién de carga 6X (No-
vagen). Sc utilizé ¢l marcador de tamafio molccular Perfect
DNA™ 50 bp Ladder (Novagen’). Lucgo de la clectroforesis,
los geles se tifcron con bromuro de ctidio (0.5 pg/mlL), por 45
segundos, para visualizarlos ¢n ¢l transiluminador UV.

Secuenciamiento y analisis bioinformatico.- Los amplifica-
dos fucron sccuenciados por la empresa Macrogen, con sccucen-
ciamiento estindar y por ambas dirccciones. El andlisis in silico

sc realizé mediante herramicntas bioinformaticas empleando
Biocdit (Hall 1999) y MEGA 5.2 (Tamura et al. 2011) para
evaluar y obtener la secuencia consenso dc los genes. Posterior-
mente sc usé CLUSTALW 2.1 (Thompson ctal. 1994) para los
alincamicntos miltiples y determinar las posibles mutaciones
en la sccuencias nucleotidicas y aminoacidicas, comparando
nuestras sccucncias con las depositadas cn la basc de datos
GenBank para los genes parC'y parE de B. bacilliformis KC583
y E. coli K-12 MG1655.

Modelamiento por homologia del dominio QRDR de
ParC y ParE de B. bacilliformis relacionadas a la resistencia
antimicrobiana.- Con las sccuencias aminoacidicas de B.
bacilliformis sc rcalizaron los modclamicntos para localizar, cn
la estructura, los aminoacidos involucrados en la resistencia
antimicrobiana. Para estos modclamicntos sc empleé el servidor
online SWISS-MODEL (http://swissmodcl.cxpasy.org/). Los
modclos fucron obtenidos en formato pdb y las estructuras
tridimensionales se visualizaron con Swiss-Pdb Viewer 4.1.0

y Jmol13.

Obtencién de las secuencias de genes relacionados a
resistencia antimicrobiana en el GenBank.- Se accedié al
GenBank para obtener las sccuencias de los genes de la to-
poisomerasa IV dc B. bacilliformis KC583 parC'y parE (Gene
ID: 4684170 y 4684565), y para E. coli ccpa K-12 MG1655
(Gene ID: 947499 y 947501) para compararlas con nucstras

secuencias obtenidas.

Finalmente las secuencias nucleotidicas de los aislados de B.
bacilliformis, obtenidos cn ¢l presente estudio, fucron ingresadas
a la basc de datos EBI (http://www.cbi.ac.uk/) con los nimeros
de acceso siguientes: HG315965, HG315966, HG315967
para cl gen parCy HG315962, HG315963, HG315964 para
cl gen parE

Resultados

De los muestreos realizados sc obtuvicron scis cultivos positi-
vos (9%) con caracteristicas culturales compatiblcs con B. bacilli-
formis. A los cultivos positivos sc les codificé con USM-LMMB
(Universidad Nacional Mayor de San Marcos — Laboratorio de
Microbiologia Molecular y Biotecnologia), seguido del niimero
del aislado: USM-LMMB-001 (Calipuy - La Libertad); USM-
LMMB-002 y USM-LMMB-006 (Quillabamba — Cuzco);
USM-LMMB-003 (Urubamba- Cuzco); USM-LMMB-005
(Sondor- Piura); USM-LMMB-007 (Carmen de la frontera
— Piura). Los scis cultivos fucron positivos a la amplificaciéon
del gen ialB, indicando que los cultivos corresponden a B.
bacilliformis.

Susceptibilidad antimicrobiana en Bartonella bacilli-
Jformis.- S ha estandarizado el procedimiento para realizar
cl antibiograma y la CIM (mediante la prucba Epsilon) para
determinar la susceptibilidad antimicrobiana de B. bacilliformis.
Sc obtuvicron crecimicntos uniformes cn las placas, siendo <l
inéculo con ¢l que se visualizaron mejor los halos de inhibicién
del crecimicnto bacteriano, ¢l que cstaba a una concentracién
celular cquivalente al tubo N7 1 de la escala de McFarland (Fig.
1, Tabla 1, Fig. 2 y Tabla 2). En cuanto al tiempo dec incubacién
4ptimo para hacer la medicién del didmetro de dichos halos, éste
resulté ser el dia 6 después de la siembra de las placas, debido a
que fuc cl menor tiempo en ¢l que se obscrvaron los halos mejor

definidos (Tablas 1 y 2).
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Figura 1.- Estandarizacion del procedimiento para realizar
el antibiograma mediante difusién en agar con disco de Cip
(5pg) para determinar la susceptibilidad antimicrobiana de
B. bacilfiformis. Los ensayos se hicieron con la cepa USM-
LMMB-005, ajustando los indculos a los tubos N° 0.5 (placa
superior), 1 (placa de la izquierda) y 2 (placa de la derecha)
de la escala de McFarland. Las lecturas se hicieron hasta
los 12 dias.

Figura 2.- Estandarizacion del procedimiento para realizar
la CIM mediante la prueba Epsilon con tiras de Cip con una
gradiente de concentracion de 0.02 a 32 pg/ pL para determi-
nar la susceptibilidad antimicrobiana de B. bacilliformis. Los
ensayos se hicieron con la cepa USM-LMMB-005, ajustando
los indculos a los tubos N° 0.5 (placa superior), 1 (placa de la
izquierda)y 2 (placa de la derecha) de la escala de McFarland.
Las lecturas se hicieron hasta los 12 dias.

Figura 3.- Susceptibilidad antimicrobiana de B. bacilliformis USM-LMMB-005: En A, mediante disco difusion en agar para el acido
nalidixico (6mm, resistente) y en B, para la Cip (52mm, sensible). En C, prueba Epsilon para Cip (0.023 mg/L). Los ensayos se
hicieron usando una suspension celular equivalente a la escala 1 de McFarland, evaluandose hasta los 12 dias de incubacion.

Tabla 1.- Valores del diametro en milimetros de los halos de
inhibicion del crecimiento bacteriano de B. bacilliformis en la
prueba de susceptibilidad antimicrobiana a la Cip, mediante
difusion por disco en agar, con inoculos ajustados a tres tu-
bos de la escala de McFarland y mediciones de los halos en
diferentes tiempos de incubacion.

Tabla 2.- Valores para B. bacilliformis de la CIM en mg/L
mediante la prueba Epsilon con tiras de Cip, con inculos
ajustados a tres tubos de la escala de McFarland y evalua-
ciones en diferentes tiempos de incubacion.

Tiempo de incubacion (dias)

Tiempo de incubacion (dias)

Escala McFarland 5 6 7 12 Escala McFarland 5 6 7 12
0,5 N.D 52(ED) 52 52 05 N.D 0.023(ED) 0.023 0.023
1 52(ED) 52 52 52 1 0.023(ED) 0.023 0.023 0.023
2 52(ED) 52 52 52 2 0.032(ED) 0.032 0.032 0.032

ND: No definido.
ED: Empezando a definirse el halo.

ND: No definido.
ED: Empezando a definirse el halo.
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Figura 4. Susceptibilidad disminuida a la ciprofloxacina de
la cepa Bartonella bacilliformis USM-LMM-002: A. Prueba
Epsilon que determind una CMI de 2 mg/L con tiras de Cip
(gradiente de concentracion de 0.02 a 32 pg/ yL), B. Halo de
inhibicién del crecimiento de 19 mm con disco de Cip (5 pg).

Con respecto a la susceptibilidad de los aislados obtenidos,
todos mostraron resistencia al Nal (Fig. 3A), y fucron sensibles
a Cip (Fig. 3B y 3C), a excepcion del aislado USM-LMM-002
procedente de Quillabamba - Cusco, que mostré susceptibilidad

disminuida a Cip (Fig. 4).

Amplificacién de genes de la topoisomerasa IV de Bartone-
lla bacilliformis.- Las amplificaciones de las QRDR de los genes
dc la topoisomerasa IV sc cvidenciaron mediante clectroforesis
cn gel de agarosa al 1%. Los carriles del 1 al 4 corresponden al
amplificado de la QRDR del gen parC con un tamaio de 349
pb. y los carriles del 5 al 8 al amplificado de la QRDR del gen

parE con un tamano de 1495pb como sc mucstra cn la Fig. 5.

Analisis in silico de la subunidad A (ParC) y subunidad B
(ParE) de latopoisomerasa IV de Bartonella bacilliformis.- El
analisis sc hizo comparando las sccuencias de ParC y ParE de B.
bacilliformis con las de E. coli K12 debido a quc cn csta bacteria
se conocen mejor las QRDR y las sustituciones de aminoacidos
en las posiciones que alteran la susceptibilidad a las quinolonas.
Dec esta mancra hemos deducido las posiciones equivalentes cn

B. &:zci//:_‘ﬁirmii.

Secuencias aminoacidicas de ParC.- En ¢l andlisis de las se-
cuencias aminoacidicas de ParC de los aislados de B. bacilliformis,
s¢ encontro que cxisten diferencias a nivel de los aminoacidos
80 y 94 (Ser por Ala) dentro de la QRDR, comparando con la
QRDR de ParC dc E. coli K12. Ademas sc encontraron otros

b‘ I . . l . ’ d )
<cambios muy ccrcanos al sitio activo cn los aminoacidos [—3

y 129 también de Ser por Ala. El aislado USM-LMMB-003

1495

Figura 5.- Amplificados de la QRDR de los genes de la to-
poisomerasa IV: gen parC con tamaiio de 349 pb correspon-
dientes alos carriles del 1 al 4 y gen parE con tamaiio de 1495
pb correspondiente a los carriles del 5 al 8. Se utilizaron las
siguientes cepas: CIP57.17, carriles 1y 5; USM-LMMB-005,
carriles 2y 6; USM-LMMB-006 carriles 3y 7, USM-LMMB-007,
carriles 4 y 8. M1 comresponde al marcador Perfect DNA™ 50
bp Ladder Novagen®.

presenté diferencias aminoacidicas (Tyr por Asp) fucra de la
QRDR (color ccleste, Fig. 6) en los aminoacidos 124, 149,
164, 167 y 175 (numcracién correspondicnte a B. bacilliformis)
incluso en ¢l sitio activo.

Secuencias aminoacidicas de ParE.- En ¢l analisis de las se-
cuencias aminoacidicas de ParE, no sc encontré ninguna diferen-
ciadentro de la QRDR cntre los aislados, pero si sc encontraron
diferencias en relacién a £ coli K12, en el aminoacido 441 (Lys
por Arg), que cs ¢l mds reportado para cepas con resistencia a
fluoroquinolonas en E. cofi. También cn cl aminoacido 451 sc
pucdc obscrvar un cambio dec Ser por Ala como sc muestracn la
Fig. 7B. Analizando las sccuencias nucleotidicas del gen parE de
los aislados de B. bacilliformis, sc encontraron en USM-LMMB-
005dos mutaciones puntuales a nivel nucleotidico, las cuales no
produjcron cambios cn los aminodcidos 328 y 458 (Fig. 7A).

Modelamiento por homologia del dominio QRDR de
ParC y ParE de B. bacilliformis relacionadas a la resisten-
cia antimicrobiana.- En la estructura terciaria del QRDR de
ParC y ParE dc B. bacilliformis sc pudo apreciar cambios ¢n la
estructura terciaria en las posiciones donde existe una diferen-
cia aminoacidica de Ser por Ala, cuando sc lc compara con E.
coli K12. Estos cambios sugicren una débil interaccién con la
quinolona, los cambio son resaltados en circulo rojo como se
observan en la Figuras 8 y 9

Discusion

La Enfermedad de Carrién atin contintia sicndo un problema
de salud piblica en Perd, a pesar de su importancia actualmente
existen pocos estudios sobre la resistencia antimicrobiana de este
patogeno. El presente estudio cs a nuestro entender ¢l primer
trabajo sobre caracterizacién molecular de genes asociados a la
resistencia antimicrobiana de aislados de B. bacilliformis de zonas
endémicas del Perti. Este trabajo es de gran importancia, porque
a pesar quc las especics de Barronella son altamente susceptibles a
prucbas de antibiéticos (Dérbecker ct al. 2006), existen reportes
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QRDR

99
B.b-USM-LMMB-005 ALVRLAQGD YPLIDGQGNFGNIDG- $3
B.b-KC583 5 ALVRLAQD YPLIDGOGNFGNIDG~ 119
B.b-USM-LMMB-001 S ALVRLAQD YPLIDGQGNFGNIDG-DNR 119
B.b-USM-LMMB-002 ALVRLAQD YPLIDGQGNFGNIDG- 119
B.b-USM-LMMB-003 ALVRLAQD! YPIIDGOGNFGNIDG= 119
B.b-USM-LMMB-006 VRLAQD YPLIDGQGNFGNIDG- 53
B.b-USM-LMMB-007 g ALVRLAQD! YPLIDGOGNFGNIDG~ 53
B.b-CIPS57.17 S ALVRLAQD YPLIDGQGNFGNIDG~ 53
E.c-str.K-12-MG1655 BACYER AQPFSYRYPLVDGOGNWGAPDDPKSF 115
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133 149 164 167 175

B.b-USM-LMMB-005 LLLEGINENAID:EI‘MIEEPWLPGQFP LANGSSG---- 109
B.b-KC583 LLLEGINENAIDFRUTYNEEDEEPIVL NLLANGSSGIAVG 179

B.b-USM-LMMB-001
B.b-USM-LMMB-002
B.b-USM-LMMB-003

LLLEGINENAID ITYNEEDEEPIVLP
LLLEGINENAID YNEEDEEPIVLP
LLLEGINENAID YNEEDEEPIVLP

LANGSSGIAVG 179
LANGSSGIAVG 179
LANGSSRIAVG 179

CEEEEEE]

B.b-USM-LMMB-006 LLLEGINENAID iITYNEEDEEPIVLP LANGSSE--——- 109
B.b-UsM-LMMB-007 LLLEGINENAID i TYNEEDEEPIVLP LANGSSG---- 109
B.b-CIPS57.17 LLLEGINENAID YNEEDEEPIVLP LANGSSb---- 109

E.c-str.K-12-MG1655 BRLSKYSELLLSELGQGTADWPHFDGTWEPKMLPARLPNI LLNGTTGIAVG 175

wamae s LA A TR RO TRE L ER L kR A

i .129 .....

Figura 6.- Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas de ParC de la cepa de Bartonella bacilliformis KC 583 y de
las aisladas, comparadas con ParC de E. coli K12, utilizando el programa ClustalW 2.1. Las sustituciones aminoacidicas (Ser
por Ala) estan resaltadas en color negro. La numeracion en la parte inferior corresponde a Ias posiciones de los aminoacidos
de la proteina ParC de E. coli (NP_417491.1) y en la parte superior su equivalente en B. bacilliformis (YP_989154.1).

A

B.b-CIP57.17
B.b-RC583
B.b-USM~-IMMB-007
B.b-USM-LMMB-006

B.b-USM-LMMB-005
QRDR
B

473 481 502 512
B.b~-USMN-1MMB-005 AELFIVEGDSAGGSAKQARNR TNQAILPLEGKILNV. EKMSSSQTIADLILALGCG 342
B.b-USM-IMMB-006 AELFIVEGDSAGGSAKQARNR TNOAILPLEGKI LNV EXMSSSQTIADLILALACG 342
B.b-UsSM-L2MB-007 AELFIVEGDSAGGSAKQARNR TNQAILPIEGKILN ERMSSSQTIADLI LALGLG 342
B.b-CIP57.17 AELFIVEGDSAGGSAKQARNR TNOATLPLEGRILN ERMSSSQTIADLILALGCG 342
B.b-KC583 ABLFIVEGDSAGGSAKQARNR TNOAILPLEGKILNV] EKMSSSQTIADLILALACG 536
E.c-str.KR-12-MG1655 runmmsumnoummcxumsmom:sm D 475

412 420 441 451

Figura 7.- Alineamiento multiple de secuencias nucleotidicas de los aislados de Bartonella bacilliformis y de la cepa KC583. En
A, el alineamiento muestra las mutaciones puntuales del aislado USM-LMMB-005 que no produjeron cambios en el aminoa-
cido respectivo y en B, el alineamiento muestra las secuencias aminoacidicas de ParE de la cepa de Bartonella bacilliformis
KC583 y las aisladas, comparadas con Park de E. coli K12, utilizando el programa ClustalW 2.1. Se indica sus respectivos
aminoacidos cambiantes (Lys por Arg) resaltado en color negro. La numeracion en la parte inferior corresponde a las posiciones
de los aminoacidos de la proteina ParE de E. coli (NP_417502.1) y en la parte superior su equivalente para B. bacilliformis
(YP_989184.1).
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¥ sitio Activo
123 - R
124 - Y

Figura 8.-. Estructura tridimensional de la QRDR de ParC de Bartonella bacilliformis por homologia con ParC de Escherichia
coli K12 (Protein Data Base (PDB): 1ZVU). En A, se muestra la QRDR de B. bacilliformis y en B, la QRDR de E. coli K12
MG1655. Las flechas de color negro indican la posicion donde existen diferencias aminoacidicas entre B. bacilliformis y E. coli
K12, observando un cambio en la estructura para B. bacilliformis, que se resalta en un circulo rojo. Las flechas rojas indican
las posiciones comrespondientes al sitio activo.

A) B)

" Posicién
+512- Ala

: Ser N

A\ \/:osbibn
436 - Asp 441-Lys  posicién
436 - Asp

Figura 9.- Estructura tridimensional de la QRDR de ParE de Bartonella bacilliformis por homologia con ParE de Acineto-
bacter baumannii (PDB: 2XKK). En A, se muestra la region de la QRDR de B. bacilliformis y en B, la QRDR de E. coli K12
MG1655. Las flechas de color negro indican la posicién donde existen diferencias aminoacidicas entre B. bacilliformis y E.
coli K12, observando un cambio en la estructura para B. bacilliformis, que se resalta en un circulo rojo. La flecha azul indica
la localizacion del aminoacido Asp, que es importante porque se han reportado cepas resistentes a quinolonas cuando hay
mutacion en esta posicion.

Tabla 3.- Valores obtenidos de la susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de
Bartonella bacilliformis ensayadas para ciprofloxacina y acido nalidixico.

E- KirbyBauer (mm)
CEPAS Cip Cip AN
CIP57.17 0.125 46 6
CIP 57.18 0.015 55 6
USM-LMMEB-001 0.125 50 6
USM-LMMEB-002 2 19 6
USM-LMMB-003 0.125 50 6
USM-LMMB-005 0.023 52 6
USM-LMME-006 0.023 50 6
USM-LMMB-007 019 78 6
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dc fallas cn la monotcrapia para las enfermedades relacionadas
a Bartonella usando beta-lactamicos, macrélidos, tetraciclina,
rifampicina o fluoroquinolonas (Biswas ct al. 2007). Los aislados
de B. bacilliformis presentaron una CIM para Cip que oscilaba
entre 0.19 y 0.023 mg/L (Tabla 3), la quc concuerda con los
valores de CIM descritos en la literatura (Sobraqués ct al. 1999,
Débecker ct al. 2006, Angelakis ct al. 2008). En cuanto a la
susceptibilidad mediante Kirby-Baucr, los aislados analizados
mostraron resistencia al Nal (primera quinolona) y sensibilidad

a la Cip (Fig. 3).

El analisis i7 sifico de las sccucncias aminoacidicas de ParC
y ParE de B. bacilliformis sc hizo comparando las sccucncias de
éstas en E. coli K12 debido a que cn csta bacteria sc conocen
mcjor las QRDR y las sustituciones de aminoacidos quc alteran
la suscepribilidad a las quinolonas. Mcdiante esta comparacién
hemos deducido las posiciones equivalentes de los aminoacidos
entre E. coli y B. bacilliformis tal como lo realizaron Del Valle
ctal. (2010).

De acuerdo con nuestros resultados, la QRDR de la protei-
na ParC (subunidad A dc la topoisomerasa 1V) de Bartonella
bacilliformis comprenderia desde ¢l aminodcido 67 al 118
(Fig. 7). El analisis dc la QRDR dec ParC revela que todos los
aislados dc B. bacilliformis presentan sustituciones de Ser por
Ala en los aminoacidos 85 y 99 (numeracién cquivalente a 80
y94cen E. coli) en comparacion a ParC de E. coli K12 (Fig. 6).
Las mutaciones cn los aminoacidos 78, 80 y 84 dc la QRDR
de ParC de E. coli K12, son las mas descritas y relacionadas a la
resistencia a quinolonas (Hopkins ct al. 2005, Serra 2008). En
las posiciones 119 (Arg) y 120 (Tyr) que corresponden al sitio
activo de esta enzima, no sc encontraron sustituciones aminoaci-
dicas. Ademas, las posiciones 123 y 129 cercanas al sitio activo,
también presentan cambios de Ser por Ala. Estas sustitucioncs
dentro de la QRDR también han sido encontradas cn Bartonella
spp. y otras bacterias intracclulares como Trapheryma whipplei
en la que sc ha reportado heterogencidad de la susceptibilidad
frente a las fluoroquinolonas (Masselot ct al. 2003, Angeclakis
ct al. 2008, Angelakis ct al. 2009). Varios cstudios mencionan
quc las mutaciones de Ser por Ala en dichas posiciones estan
asociadas a la resistencia natural a las fluoroquinolonas (Cambau
ctal. 1994, Rodrigucz cral. 2001, Del Valle ct al. 2010). Estos
estudios explicarian la resistencia al Nal en todos los aislados de
B. bacilliformis obtenidos en ¢l presente trabajo. Es importante
schalar que a pesar de encontrar las mutaciones para la resistencia
a la quinolona Nal, posiblemente otras mutaciones en ¢l gen
parC de estas bacterias o cn otros genes deberian ser necesarias
para que ocurra la resistencia a las fluoroquinolonas (como por
cjemplo a la Cip). Actualmente, la Cip parcce ser efectiva cn el
tratamicnto recomendado por ¢l MINSA, sin embargo existe
adquisicién de resistencia por mutaciones acumuladas cn estos
genes. Por tanto, como fuc recomendado en otros estudios (An-
gelakis cr al. 2008, Del Valle ctal. 2010) se debe de evitar el uso

de Cip como monotcrapia cn ¢l tratamicnto de esta enfermedad.

Los resultados de cste estudio sugicren que la QRDR de ParE
(subunidad B dc la DNA topoisomerasa IV) de B. bacilliformis
esta comprendida entre los aminoacidos 473 y 530, como sc
muestra cn la Fig. 7. La mayoria de mutaciones descritas en la
QRDR dc ParE de E. c0/i K12, que s homéloga es GyrB (Ruiz
ctal. 1987), estan entre los aminodcidos 412 y 469. El analisis
de las sccuencias aminoacidicas de ParE de B. bacilliformis no

revelé cambios entre las secuencias, sin embargo, dentro de la
QRDR sc presentaron dos sustituciones aminoacidicas en las
posiciones 441 (Lys por Arg) y 451 (Ser por Ala) en comparacién
con E. coli K12. La posicién 420, resaltada en amarillo (Fig. 7),
sc encontré sin cambios. Los cambios tanto cn la posicion 420
como 441 y sus cquivalentes en B. bacilliformis (481 y 502,
respectivamentc), son las mas citadas en cepas resistentes a qui-
nolonas en E.coli (Hopkins ct al. 2005, Sorlozano ct al. 2007,
Jiménez cral. 2009). También sc han rcpor(ado cambios cn los
aminoacidos 416 (Leu por Phe), 445 (Leu por His) y 458 (Ser
por Ala). Estas mutaciones ya descritas (Hopkins ct al. 2005,
Sorlozano ct al. 2007, Jiménez ct al. 2009) no fucron encontra-
das cn las sccuencias de B. bacilliformis del presente estudio. Las
mutacionces cn otras posicioncs podrian scr importantes para la
resistencia o disminucién de la susceptibilidad, como lo cs ¢l
cambio cn cl aminoacido 451, que en E co/i K12 es una Ser y su
cquivalente en B. bacilliformis cs Ala. Las sustituciones del mismo
tipo (Ser por Ala) reportadas cn ¢l aminodcido 458, conficren
resistencia cn cepas de E. coli productoras de B lactamasas de
espectro extendido (Sorlozano ctal. 2007). Dec los aislados de B.
bacilliformis, USM-LMMB-005 presenté mutaciones puntuales
en cl nucleétido de la tercera posicion, las que no produjeron
cambios cn ¢l aminoacido respectivo (328 y 458). El aminoa-
cido 458 sc encuentra cercano a la QRDR de ParE, por lo que
cs probable que los cambios nucleotidicos adicionales a éstos
pucdan contribuir a generar resistencia. Justamente este aislado,
USM-LMMB-005 procedente de la localidad de Sondorillo cs
donde se reportaron fallas al tratamicnto con Cip. Es posible
que en las cepas de B. bacilliformis circulantes en esta localidad
sc acumulen mutaciones cn las sccuencias de estos genes aso-
ciados a la resistencia a Cip, lo que podria estar contribuyendo
a la resistencia para este grupo de antibiéticos; cs por cllo que
cn csta localidad sc trata a los pacicntes con la Enfermedad de
Carrién, con ccftriaxona en vez de Cip.

Mediante herramicntas bioinformaticas se realizé ¢l mode-
lamicnto de la probable estructura tridimensional de la QRDR
de las protcinas ParC y ParE dc B. bacilliformis (Fig. 8 y 9).
Para csto, sc realizé una comparacién con la estructura de la
topoisomcrasa IV de Escherichia coli y A. baumannii, mostrando
las sustituciones quc existen en relacién con E. coli K12, sin
embargo, al cvaluar la estructuras terciarias de las QRDR sc
apreciaron cambios estructurales colocando un circulo puntcado
de color rojo cn éstos, sugiricndo una débil intcraccién de la
quinolona y su blanco, los cambios obscrvados de Ser por Al
podrian estar altcrando los patrones de hidrofobicidad que se
relacionan con la estructura de la proteina.

En conclusién, se obtuvieron seis aislados de B. barillifbrmif,
todos fucron resistentes al Nal, sensibles a Cip y uno de cllos,
USM-LMMB-002 procedente de Quillabamba — Cusco, pre-
senté susceptibilidad disminuida a la Cip. Se determiné que las
QRDR dc las protcinas ParC y ParE de B. bacilliformis estin
comprendidas cntre los aminodcidos 67 al 118 y 473 al 530,
respectivamente. Sc sugicre que ¢l cambio con relacién a E. coli
K12 de Ser por Ala en ParC de B. bacilliformis determinaria la
resistencia al Nal pero no a la Cip. Con respecto al antibiograma
y ala CMI (con tiras de la prucba Epsilon) para B. bacilliformis,
concluimos que los halos de inhibicién del crecimicnto bacteria-
no sc visualizan mcjor cuando las placas Petri sc siembran por
“inundacién” banandolas con inéculos de 1.5 mL a la escala 1
dc McFarland, ¢ incubdndolas durantc 6 dias.
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