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RESUMEN

En los ultimos afios Stenotrophomonas maltophilia ha emergido como patégeno
nosocomial oportunista multirresistente, aumentando cada afio el numero de
aislamientos en todo el mundo. Este microorganismo posee dos B-lactamasas
cromosomicas: L1y L2, que median la resistencia a los B-lactamicos. El objetivo de
este estudio fue determinar el perfil fenotipico y genotipico de resistencia a los
antibioticos de aislados clinicos de S. maltophilia. Se trabajoé con 32 aislados de S.
maltophilia del HNP recolectados durante 2011-2016, se determind su CMI a siete
antibiéticos mediante dilucion en agar (CLSI, 2017) y se detectaron genes de
resistencia a antibioticos; blaci, blarz, Smqgnr, sull, asi como la presencia de los
elementos conservados en los integrones clase | y sul3 (PCR y secuenciacion). Se
encontré que los porcentajes de resistencia fueron: 92% CAZ (CMI: 8 a >256 ug/mL),
100% IMP (CMI 2128 pg/mL) y MEM (CMI: 32 a >128 pg/mL), 34% LVX (CMI: 2-64
pg/mL), 16% SXT (CMI: 20-152 pg/mL), 9% C (CMI: 8-32 ug/mL) y 100% sensible a
MIN (CMI: 1- 4 ug/mL). Se seleccionaron 25 cepas de las cuales el 76% portaban
blaL1 y 72% blac2. Sin embargo, cuando se amplifico el mapa genomico de blai:
(rTonB-blaL1-CAO) y blai2, se observd que el 95% de las cepas portan L1 y de 18
cepas portadoras de L2, siete tienen ampR-blacz. El analisis de las secuencias de
blaL1 de 11 cepas mostré: que la cepa StN12 presenta L1c y las demas portan nuevos
alelos. Las cepas StN1 y StN36 portan nuevos alelos de L2. Las cinco cepas
resistentes a SXT no amplificaron: sull, sul3 y los segmentos conservados de los
integrones clase |, nueve de las 11 cepas resistentes a LVX portan Smqnr. Este
estudio, pone en evidencia la diversidad del mapa genémico de blaL1 y blacz y su
elevada variabilidad, la cual puede ser la responsable de los altos niveles de
resistencia a CAZ y MEM. Los datos sugieren que el tratamiento mas adecuado de
las infecciones ocasionadas por S. maltophilia en este hospital es SXT; por lo tanto,
se sugiere gque este tipo de estudios se lleven a cabo para conocer el tipo de bacterias
circulantes en cada hospital, como un seguimiento de la progresion de la resistencia
bacteriana a los antibioticos, para poder establecer mejores estrategias de
tratamiento y contribuir con las estadisticas mundiales.

Palabras clave: Stenotrophomonas maltophilia, B-lactamasas, Smqgnr.
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1. INTRODUCCION

1.1 Infecciones nosocomiales

Una infeccion nosocomial se define como una infeccion que se presenta en un
paciente internado en un hospital, en quien la infeccién no se habia manifestado ni
estaba en periodo de incubacion en el momento del internado. Comprende las
infecciones contraidas en el hospital, pero manifiestas después del alta hospitalaria
y también las infecciones ocupacionales del personal del establecimiento de salud
(WHO/CDS/CSR/EPH., 2002).

Actualmente el término de infeccidbn nosocomial se ha redefinido y ahora este tipo de
infecciones se denominan Infecciones Asociadas a la Atencion de la Salud (IAAS), y
son consideradas por el CDC desde el punto de vista epidemiolégico como: todo
cuadro clinico, localizado o sistémico, el cual es el resultado de una reaccion adversa
debida a la presencia de uno o varios agentes infecciosos o sus toxinas, sin evidencia
de que estuviese presente o en fase de incubacién en el momento del ingreso

hospitalario (Horan et al., 2008).

Las infecciones nosocomiales son reconocidas como un importante problema de
seguridad para los pacientes. Durante afios, eran consideradas un problema
inevitable pero manejable; sin embargo, la aparicion y propagacién de la resistencia
a antimicrobianos y la escasez de agentes antimicrobianos en investigacion contra
patégenos multidrogo resistentes (MDR), ha aumentado la preocupacion de que
estas infecciones puedan llegar a ser inmanejables debido a la falta de terapia
antibacteriana eficaz (Rice, 2010). Ademas, la resistencia a antimicrobianos
incrementa la estancia hospitalaria, mortalidad, morbilidad, y los costos economicos

asociados (Sandiumenge et al., 2011).

En las infecciones nosocomiales los bacilos gramnegativos no fermentadores
(BGNNF) con mayor relevancia clinica son: Pseudomonas aeruginosa,

Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophilia y otros, como: Burkholderia
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cepacia y Achromobacter xylosoxidans. Estos microorganismos son patdgenos
oportunistas, entre sus caracteristicas comunes mas importantes destacan: su gran
versatilidad nutricional, que les permite adaptarse eficazmente al ambiente
hospitalario, su capacidad para diseminarse desde sus reservorios exégenos (p. €j.,
soluciones acuosas Yy superficies inertes) y/o enddgenos (principalmente mucosas
respiratorias e intestinales en los enfermos), y persistir en el ambiente hospitalario,
Su resistencia intrinseca a multiples antimicrobianos y su facilidad para adquirir
resistencia a los antimicrobianos usados con fines terapéuticos (Fernandez et al.,
2011). Después de P. aeruginosa y A. baumannii; S. maltophilia es el tercer bacilo

gramnegativo no fermentador responsable de las IAAS (Abbott et al., 2011).

1.2 Posicion taxondémica de Stenotrophomonas maltophilia

La posicién taxonomica de Stenotrophomonas maltophilia estuvo envuelta en un
debate que dur6 varios afios, hasta que en 1993 Palleroni y Bradbury propusieron la
creacion de un nuevo género denominado Stenotrophomonas (Stenos, del griego
estrecho; trophos, del griego alimento; monas, del griego Unica o unidad), que se
considera la designacion actualmente aceptada. S. maltophilia fue aislada por
primera vez en 1943 como Bacteria bookeri y luego fue hombrada Pseudomonas
maltophilia (malt, del inglés maltosa; philia, del griego amistad) en 1961; mas
adelante, el analisis de rRNA determiné que fuera nombrada méas apropiadamente

como Xanthomonas maltophilia (Brooke, 2012).

Finalmente, estudios de hibridacion de ADN-rRNA, secuenciacion, mapeo de genes
y amplificacion de genes por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), como; el
16S rRNA dieron lugar a la clasificacién y denominacién de Xanthomonas maltophilia
a Stenotrophomonas maltophilia (Brooke, 2012). El género Stenotrophomonas
actualmente se compone de 15 especies, pero solo S. maltophilia, causa infeccion

en los seres humanos (Patil et al., 2016).



1.3 Stenotrophomonas maltophilia

S. maltophilia es un bacilo gramnegativo no-fermentador, aerobio, que pertenece a
la clase gamma de las proteobacterias, con forma de varilla recta o ligeramente
curvada, que mide de 0.5 a 1.5 um de largo (Hugh & Ryschenkow, 1961). Se puede
encontrar como células individuales o en parejas y son moviles debido a la presencia
de uno o pocos flagelos polares (Palleroni & Bradbury, 1993). También puede formar
pequefias colonias, considerado una forma adaptada de supervivencia en las
infecciones cronicas, que puede ser dificil de detectar en muestras clinicas
(Anderson et al., 2007; Ny¢ & Matéjkova, 2010).

En los dltimos afios S. maltophilia ha emergido como patégeno nosocomial
oportunista multirresistente, que puede ocasionar importantes infecciones en
pacientes inmunodeficientes e inmunosuprimidos, asi como en pacientes con fibrosis
quistica (Looney et al., 2009), aumentando cada afio el nimero de aislamientos en
todo el mundo (Brooke, 2014). Las infecciones asociadas con S. maltophilia son
infecciones de vias respiratorias, como la neumonia, las exacerbaciones agudas de
la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, ademas de bacteremias, infecciones
del tracto urinario, infecciones de tejidos blandos como: endocarditis, meningitis y
endoftalmitis (Brooke, 2012). Sin embargo, se conoce muy poco de los factores de
virulencia de S. maltophilia, lo que ha llevado a creer que se trata de un
microorganismo de virulencia limitada, pero puede causar infecciébn nosocomial con
una tasa de mortalidad considerable de hasta 37.5% (Falagas et al., 2009). Pocos
factores podrian estar involucrados en el mecanismo de patogenicidad de S.
maltophilia, entre ellos: la fimbria Smfl, las hemolisinas, el lipopolisacarido (LPS) y
algunas enzimas como: ADNasa ARNasa, fibrinolisina, lipasas, hialuronidasas,
proteasas y elastasas (Abbott et al., 2011; Adamek et al., 2014).



1.4 Tratamiento para infecciones por S. maltophilia

Trimetoprima-sulfametoxazol se considera el tratamiento de eleccion para las
infecciones causadas por S. maltophilia, otros antibiéticos son: fluoroquinolonas tales
como: levofloxacino, moxifloxacino y ofloxacino, ticarcilina-acido clavulanico, las
cefalosporinas: ceftazidima y cefepima; tetraciclinas (minociclina, tigeciclina y
doxiciclina) y el cloranfenicol. Estos agentes pueden ser usados ya sea solos 0 en
varias combinaciones (Abbott & Peleg, 2015; Abbott et al., 2011; Nicodemo & Paez,
2007).

Las Polimixinas se han reconsiderando como alternativas u opciones de “ultimo
recurso”, debido a la creciente aparicién de microorganismos resistentes a multiples
farmacos, una de ellas es la colistina, una combinacion de las Polimixinas By E, la
cual es utilizada actualmente para tratar infecciones causadas por S. maltophilia
(Chang et al., 2015; Al-Anazi & Al-Jasser, 2014).

1.5 Mecanismos de resistencia a antibidticos en S. maltophilia

Multiples mecanismos moleculares de S. maltophilia contribuyen a su
multirresistencia a antibidticos, ademas de diversos factores, como son la
permeabilidad disminuida de la membrana, que impide la entrada de los
antimicrobianos (Brooke, 2012; Sanchez, 2015). Pero, como en la mayoria de los
patégenos bacterianos, el principal mecanismo de resistencia intrinseca y adquirida
responsable de su fenotipo MDR, se puede atribuir a la sobreexpresion de alguna o
mas de las multiples bombas de expulsion, formadas por las proteinas Sme
(“Stenotrophomonas multidrug efflux”) codificadas cromosémicamente e inclusive
dependiendo de la bomba implicada, pueden disminuir la sensibilidad de S.
maltophilia a [-lactamicos, fluoroquinolonas, aminoglucésidos y trimetoprima-
sulfametoxazol (Zhang et al., 2001; Blair & Piddock, 2009; Garcia-Leon et al., 2015).

La resistencia intrinseca de S. maltophilia a los aminoglucésidos se debe a la

presencia de las enzimas modificadoras de aminoglucésidos, como: AAC(6')-1z, que



se expresa de forma constitutiva y le confiere una susceptibilidad reducida a
amikacina, netilmicina, sisomicina y tobramicina (Li et al., 2003). Ademas, posee dos
B-lactamasas cromosémicas e inducibles: una carbapenemasa de tipo metalo-B-
lactamasa (MBL), y una cefalosporinasa de clase A, que le confieren resistencia a
los B-lactamicos y la resistencia a quinolonas se ha relacionado con el gen Smagnr
(Crossman et al., 2008; Sanchez et al., 2009).

La resistencia de S. maltophilia también puede ser adquirida por mutaciones o por la
adquisicion de genes de resistencia a antibidticos mediante la transferencia
horizontal de genes (HGT), como es el caso del gen sul, el cual confiere resistencia
a sulfamidas y otros genes de resistencia presentes en casete formando parte de
integrones vinculados a un elemento genético mévil, como los plasmidos (Olivares
et al., 2013).

1.5.1 Bombas de expulsion

Las bombas de expulsion son estructuras proteicas capaces de expulsar del
citoplasma, o del periplasma de la bacteria sustancias que pueden ser téxicas o
nocivas para la integridad celular, incluyendo productos metabdlicos e incluso
antibioticos. Estas se componen de una proteina de membrana, un transportador
dependiente de energia y una proteina de membrana externa (Nikaido & Pages,
2012). Las bombas de expulsion, conocidas hasta ahora, pertenecen a seis familias:
MFS (Major Facilitator Superfamily), SMR (Small Multidrug Resistance), RND
(Resistance Modulation Cell Division), MATE (Multidrug And Toxic Compounds
Extrusion), ABC (ATP Binding Cassette) y DMT (Drug/Metabolite Transporter)
(Webber & Piddo; Li & Nikaido, 2009).

Hasta la fecha se han identificado ocho bombas de expulsién pertenecientes a la
familia RND en el genoma de S. maltophilia: SmeABC, SmeDEF, SmeGH, SmelJK,
SmeMN, SmeOP-TolC, SmeVWX y SmeYZ (Garcia-Ledn et al., 2015). Entre ellas,
SmeABC, SmeDEF, SmelJK, SmeOP-TolC, SmeVWX y SmeYZ han sido



caracterizadas experimentalmente y se ha confirmado que estén involucradas en los
fenotipos MDR de ésta bacteria (Alonso & Martinez, 2001; Li et al., 2002; Crossman
et al., 2008; Chen et al., 2011; Gould et al., 2013; Lin et al., 2014).

La sobreexpresion de SmeC (porina) del sistema SmeABC aumenta la resistencia
de S. maltophilia a los B-lactdmicos, aminoglucosidos y quinolonas (Li et al., 2002).
La sobreexpresion de las bombas SmeDEF y SmeVWX esta implicada en la
resistencia a cloranfenicol, tetraciclina y quinolonas (Alonso & Martinez, 2001; Zhang
et al., 2001; Sanchez et al., 2009; Chen et al., 2011; Garcia-Leo6n et al., 2015). La
sobreexpresion SmeDEF y SmeVWX esta relacionada con mutaciones en los genes

reguladores smeT y smeRv, respectivamente (Garcia-Ledn et al., 2015).

Las bombas SmelJK y SmeYZ tienen un papel en la resistencia intrinseca a los
aminoglucosidos. El sistema SmelJK también se ha relacionado con la resistencia a
tetraciclina y ciprofloxacino (Crossman et al., 2008). Ademas, la sobreexpresion de

SmeJK proporciona resistencia a levofloxacino (Gould et al., 2013).

La bomba SmeOP-TolC, confiere baja susceptibilidad a aminoglucosidos, acido
nalidixico, doxiciclina, macrolidos y ciertos compuestos no antibiéticos, tales como
cianuro de carbonilo 3-clorofenilhidrazona, dodecilsulfato de sodio vy

tetraclorosalicilanilida (Lin et al., 2014).

1.5.2 B-lactamasas

Las B-lactamasas son enzimas que inactivan a los antibiéticos B-lactamicos por
hidrélisis del enlace amida del anillo B-lactdmico produciendo moléculas carentes de
actividad antibacteriana (Bush & Jacoby, 2010) y representan una forma importante
de resistencia. Los genes que codifican a estas enzimas pueden encontrarse en el
cromosoma bacteriano o en plasmidos, lo cual permite su facil transferencia entre
diferentes bacterias, lo que representa un gran reto para el control de las infecciones

nosocomiales (Tafur et al., 2008).



Las B-lactamasas son clasificadas comunmente de acuerdo a dos esquemas
generales: la clasificacibn Ambler y el sistema de clasificacion funcional Bush-
Jacoby-Medeiros. El esquema Ambler divide a las B-lactamasas en cuatro clases
principales (A a D). La base de esta clasificacion es la homologia aminoacidica y no
las caracteristicas fenotipicas. En la clasificacion Ambler, las B-lactamasas clase A,
C y D son serin-B-lactamasas, las cuales actian a través de un mecanismo
dependiente de serina para catalizar la hidrdlisis, mientras que las enzimas clase B
son metalo-B-lactamasas (MBLS), que requieren un ion divalente (Zn%*) en el sitio

activo para ejercer su accion (Bush & Jacoby, 2010; Jeon et al., 2015).

La clasificacion Bush-Jacoby-Medeiros las agrupa de acuerdo a similitudes
funcionales (sustrato y perfiles de inhibicién) y hay cuatro grupos principales y
multiples subgrupos en esta clasificacion, este esquema fue propuesto inicialmente
por Bush en 1989 y ampliado en 1995 (Bush & Jacoby, 2010).

Cada clase de B-lactamasas contiene una firma o motivos especificos. Por ejemplo,
la secuencia de aminoacidos de la clase A contiene tres motivos conservados: SXXK,
SDN y KTG en las posiciones 70, 130 y 234, respectivamente y un cuarto elemento
qgue forma parte del loop Q: 164 RXEXXXN 170 (Naas et al., 2016; Singh et al., 2009).
La secuencia perteneciente a la clase C contiene SXSK, YSN y KTG en las
posiciones 64, 150 y 314 respectivamente. La clase D contiene los motivos SXXK,
YGN y KTG en las posiciones 70, 144 y 214, respectivamente (Singh et al., 2009).

Las metalo-B-lactamasas (MBLs) son hidrolasas que generalmente usan Zn?* como
un acido de Lewis para activar una molécula de agua para el ataque nucleofilico. Las
MBLs se han clasificado en las subclases B1, B2 y B3 en funcién de la identidad de
secuencia y el requerimiento de Zn?*. Los residuos de unién a metal varian entre
diferentes subclases, dando lugar a diversas arquitecturas de sitios metalicos y

utilizan uno o dos iones zinc divalentes para su actividad hidrolitica (Bebrone, 2007).

En la subclase B1, union de zinc (Znl) se une con tres residuos de His (H116, H118,

H196) y un segundo ion de zinc (Zn2) con tres residuos diferentes: D120, C221,



H263. Las B-lactamasas B2 tienen un motivo de unién a zinc formado por: N116,
H118, H196, D120, C221 y H263. Finalmente, las B-lactamasas de la subclase B3
tienen un sitio de unién a Znl variado (H / Q116, H118, H196) y un sitio de union a
Zn2, que carece de Cys: D120, H121, H263, figura 1 (Mojica et al., 2017; Moran-
Barrio et al., 2016). Las subclases B1 y B3 tienen un amplio espectro de sustrato que
incluye penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos, mientras que la subclase B2
tiene un espectro de sustrato estrecho que incluye carbapenémicos y penicilinas
(Jeon et al., 2015).
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Figura 1. Motivos de union a zinc de las diferentes subclases de B-lactamasas clase
B. Motivo de unién a zinc de la subclase B1 (izquierda), B2 (centro) y B3 (derecha). Los
atomos de zinc se muestran como esferas grises, y las moléculas de agua (W) se observan
como esferas rojas. Los enlaces de coordinacion se indican con lineas punteadas. Tomada
de Moran-Barrio et al., 2016.

El fenotipo de resistencia intrinseco a los B-lactamicos en S. maltophilia, se debe
principalmente a la produccion de dos tipos de B-lactamasas inducibles: L1 y L2
(Avison et al., 2000). La L1 es una metaloenzima de amplio espectro, clase B,
dependiente de dos Zn?*, capaz de hidrolizar a todos los B-lactamicos, incluidas
penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos, excepto monobactamas. Es sensible
a la accién de agentes quelantes como el EDTA, pero no a la accién de inhibidores
de B-lactamasas. L1 tiene un peso molecular aproximado de 29 kDa y un pl de 6.5.
El gen codificante de esta enzima contiene un porcentaje de G+C del 68,4% (Avison
et al., 2000; Okazaki & Avison, 2008; Huang et al., 2010).



La L2 es una cefalosporinasa de clase A, que presenta una serina en su centro
activo, esta B-lactamasa hidroliza penicilinas, cefalosporinas y aztreonam, pero no
hidroliza a los carbapenémicos. Es sensible a la accion de inhibidores de f-
lactamasas, especialmente al &cido clavulanico y resiste la accion del EDTA. L2 esta
constituida por una proteina con un peso molecular aproximado de 31,5 kDa,
presenta un pl de 8.4y el contenido en G+C del gen codificante es de 71,6% (Avison
et al., 2000; Okazaki & Avison, 2008; Huang et al., 2010).

1.5.3 Enzimas modificadoras de antibiéticos

En el genoma de S. maltophilia se han encontrado diferentes genes que codifican
para enzimas modificadoras de aminoglucésidos, los cuales le confieren baja
susceptibilidad a estos antibidticos (con la excepcion de gentamicina). El gen aph(3')-
llc codifica para una aminoglicosido fosfotransferasa (Okazaki & Avison, 2007), que
le confiere resistencia a kanamicina y nheomicina, mientras que aac(6')- Iz para una
aminoglucésido N-acetiltransferasa, de 16 kDa, relacionada con la resistencia
intrinseca de S. maltophilia a la amikacina, netilmicina y tobramicina y, en menor
medida, a la gentamicina. Este Ultimo tiene tres alelos aac(6')- Iz, aac(6)- laz y
aac(6)- lam, los cuales presentan mas del 80% de similitud (Li et al., 2003; Sanchez
et al., 2009). Por otro lado, la presencia de la aminoglucésido acetiltransferasa;
AAC(6 ")- lak en algunos aislados de S. maltophilia ocasiona una disminucién en la
susceptibilidad a la arbekacina, dibekacina, neomicina, netilmicina, sisomicina y
tobramicina (Tada et al., 2014).

1.5.4 Cambio en sitios blanco

Las mutaciones en la DNA girasa y la topoisomerasa IV, se han relacionado con el
principal mecanismo de resistencia a quinolonas en la mayoria de las bacterias
gramnegativas. Sin embargo, no se han identificado mutaciones en las

topoisomerasas en éste microorganismo (Sanchez, 2015). Por lo tanto, se sabe que
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la resistencia a quinolonas en S. maltophilia se debe a las bombas de expulsion
SmeABC, SmeDEF y SmeOP-ToIC y a la presencia de la proteina cromosémica
SmQnr, que le confiere un bajo nivel de resistencia a las quinolonas (Sanchez &
Martinez, 2009; Chang et al., 2015). Esta proteina se ha asociado con la resistencia
intrinseca y adquirida de S. maltophilia y esta presente entre el 50-70% de los
aislados clinicos (Kanamori et al., 2015). SmQnr se une al complejo ADN-
topoisomerasa, impidiendo la union de las quinolonas, de manera similar a lo descrito

para Qnr codificada en pladsmido (Martinez-Martinez et al., 2008; Tran et al., 2005).

1.6 Resistencia a trimetoprima-sulfametoxazol

Aunque el antimicrobiano de eleccion para las infecciones por S. maltophilia es
trimetoprima-sulfametoxazol (SXT), la resistencia a este antibiético es desenfrenada
en varios paises del mundo y puede ser mediada por los genes de resistencia a
sulfonamida (sul) (Chang et al., 2015; Chung et al., 2015). El aumento en la CMI para
trimetoprima-sulfametoxazol en aislados clinicos de S. maltophilia se ha asociado
con la presencia del gen sull, formando parte de los integrones clase |, lo que se ha
relacionado con el aumento en la propagacion de integrones, y evidencia posibles
limitaciones en el uso de trimetoprima-sulfametoxazol como terapia en infecciones
severas (Barbolla et al., 2004). Un estudio demostrd que sul2 también contribuye en
la resistencia a SXT y que este se encuentra localizado en plasmidos de tamafio
variable (7.3 Kb y 120 Kb), asociado a elementos de regiones comunes de las
secuencias de insercion (ISCR) (Toleman et al., 2007). sul3, es la variante mas
nueva, podria ser la razon para un nuevo aumento en la resistencia a las
sulfonamidas en aislados clinicos de S. maltophilia en todo el mundo (Chung et al.,
2015).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Antecedentes generales

Stenotrophomonas maltophilia es un patdgeno oportunista resistente a mdultiples
farmacos que causa un numero creciente de infecciones nosocomiales. El Hospital
Clinico Quirdrgico "Hermanos Ameijeiras" de La Habana, Cuba, reporté que S.
maltophilia se ubic6 entre los 12 microorganismos mas frecuentemente aislados
durante el afio 2006 (Martinez-Batista et al., 2008). En 2008, el programa CANWARD
(“Canadian Ward Surveillance”), encontré que S. maltophilia ocasiono el 1,4% de las
infecciones nosocomiales durante 2001 a 2007 (Zhanel et al., 2010). Por su parte, el
programa de vigilancia antimicrobiana SENTRY reporto un porcentaje de aislamiento
de S. maltophilia del 3% en las siguientes regiones: Estados Unidos, Europa y
América Latina, de 2004-2008 (Jones, 2010) y de 10.7% en la Region Mediterranea
y Europa, de 2009-2012 (Sader et al., 2014).

El estudio del perfil fenotipico y genotipico de resistencia a antibiéticos en aislados
clinicos de S. maltophilia ha sido estudiado alrededor del mundo. En Turquia,
Gulmez y colaboradores, 2005, estudiaron 205 aislados de S. maltophilia y refirieron
que es muy comun que S. maltophilia cause infecciones en las unidades de cuidados
intensivos (UCI), siendo sus niveles de resistencia altos para todos los agentes
antimicrobianos usados, entre ellos; imipenem, meropenem, gentamicina Yy

ciprofloxacino, a excepcion de SXT (Gulmez & Hascelik, 2005).

En un estudio realizado en el Hospital de la Universidad Nacional de Taiwan, se
recolectaron 70 cepas de S. maltophilia durante 2002-2003, de las cuales 40 fueron
MDR y 30 no MDR. Los perfiles de resistencia de las cepas MDR fueron; 95%
ceftazidima, 98% cefepime, meropenem y aztreonam, 100% ciprofloxacino, 68%
levofloxacino y 43% trimetoprima-sulfametoxazol. Los aislados no MDR fueron 80%
resistentes a meropenem, 17% a ceftazidima 10% a levofloxacino y todas las cepas

fueron sensibles a trimetoprima-sulfametoxazol. 42 de los 70 aislados portaron
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integrones de clase I. Los casetes genéticos dentro de los integrones encontrados
fueron; aacA4, aadB, aacC4, aacA6'-lb, smr, smr/ aacA4, qac, cmlA, catB2 y
blaimp-s / aac6-11 / aadA5 (Liaw et al., 2010).

En 2013 Gracia Paez y colaboradores reportaron 13 cepas de S. maltophilia
portadoras de Smqnr aisladas de dos hospitales de Brasil, de las cuales siete portan
SmQnr6 y las demas, los alelos; SmQnr4, SmQnrl2, SmQnrl, SmQnr31, SmQnr39
y SmQnr45. Adicionalmente se determiné su susceptibilidad a antibioticos, donde
dos fueron resistentes a levofloxacino, ocho a ciprofloxacino, dos a trimetoprima-

sulfametoxazol y todas eran sensibles a minociclina (Gracia-Paez et al., 2013).

Otro estudio realizado en Brasil por Cerezer y colaboradores en 2014, con 42 cepas
de S. maltophilia obtenidas del Hospital Israelita Albert Einstein (HIAE), informaron
que 33% de ellas eran resistente a ceftazidima, el 12% fue resistente a ciprofloxacino
y el 10% a trimetoprima-sulfametoxazol. También, se realizd6 su genotipificacion
mediante la secuenciacion y andlisis de rpoA, recA, atpA, entre otros genes (Cerezer
et al., 2014).

Recientemente, en un estudio realizado por Yang y colaboradores, en 2014, con
cepas de S. maltophilia aisladas de tres hospitales en Beijing, China, se analizé la
presencia de L1 en 105 aislamientos, de los cuales, solo el 21% porto blaL: (Yang et
al., 2014).

Por su parte, Kanamoriy colaboradores, 2015 estudiaron 181 aislados clinicos de S.
maltophilia procedentes de cuatro hospitales de Japon y observaron las siguientes
tasas de resistencia: ceftazidima (67%), levofloxacino (6.1%), trimetoprima-
sulfametoxazol (18%), cloranfenicol (8.8%) y minociclina (0%). Ademas, Smqgnr fue
detectado en 104 de 181 cepas (57,5%); el mas frecuente fue Smqnr6, seguido de

Smqgnr8 y Smgnrl (Kanamori et al., 2015).

Posteriormente, en 2016, Hu y colaboradores examinaron 300 cepas de S.
maltophilia recolectadas de 25 hospitales de China durante 2005-2014. De ellas, las

cepas resistentes a SXT fueron: 30%, para los aislados del periodo 2005-2009
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(n=145) y 47%, para las cepas obtenidas de 2010-2014 (n=155). De las 300 cepas
de estudio el 60% portd sull y 26% sul2 (Hu et al., 2016).

2.2 Antecedentes especificos

En México, los mecanismos y perfiles de resistencia de S. maltophilia se han descrito
desde 2007; haciéndose algunos estudios en los cuales se han encontrado
diferentes porcentajes de resistencia, asi como genes que codifican para las B-

lactamasas L1y L2. Pero aun son pocos los estudios realizados en nuestro Pais.

En 2007, Gutiérrez y colaboradores estudiaron 66 cepas de S. maltophilia que fueron
recuperadas del Centro Médico Nacional de Occidente de Guadalajara, Jalisco, entre
enero de 2003 y agosto de 2006. A estas cepas se les determiné su susceptibilidad
a antibidticos y sus perfiles de resistencia fueron: ceftazidima 31%, ticarcilina/acido
clavulanico 44%, ciprofloxacino 43%, ofloxacino 84% y trimetoprima-sulfametoxazol
90% (Gutiérrez et al., 2007).

Por otra parte, Flores y colaboradores, en 2014, estudiaron 118 cepas de S.
maltophilia recolectadas en los afios de 2006 a 2013, procedentes del Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de Nuevo Ledn, del Hospital Civil de
Guadalajara y del Instituto de Patologia Infecciosa y Experimental “Dr. Francisco
Ruiz Sanchez”. Se les determind su susceptibilidad a diferentes antimicrobianos por
el método de dilucién en agar. Sus perfiles de resistencia fueron: amikacina 68%,
ampicilina 88%, aztreonam 88%, cefepime 21%, cefotaxima 60%, ceftazidima 41%,
cloranfenicol 20%, ciprofloxacino 22%, gentamicina 78%, imipenem 100%,
meropenem 92%, norfloxacino 49% y SXT 33%. A estas cepas se les determind la
presencia de genes de resistencia L1 y L2 por PCR, estando presente L1 en 91
(77%) cepas y L2 en 79 (67%) de ellas (Flores-Trevifio et al., 2014).
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3. JUSTIFICACION

Las infecciones intrahospitalarias por cepas de S. maltophilia multidrogo resistentes
son dificiles de tratar, puesto que las opciones de tratamiento se reducen ante ésta
situacién, empeorando el prondstico de los pacientes y con ello aumentando
estancias y costos hospitalarios, por lo que en el presente trabajo, se realizo el
estudio de los mecanismos de resistencia a antibioticos y la genotipificacion de cepas
de S. maltophilia del Hospital para el Nifio Poblano (HNP), lo que aportara mayor
informacion acerca de la presencia de esta bacteria, asi como los mecanismos
implicados en la multirresistencia y servirA de base para un seguimiento

epidemioldgico en dicho hospital.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Estudiar algunos de los mecanismos de resistencia a antibioticos de cepas de S.

maltophilia causantes de infecciones nosocomiales provenientes del HNP.

4.2 Objetivos particulares

1) Confirmar la pureza y fenotipificar los aislados de S. maltophilia.

2) Obtener el perfil fenotipico de resistencia a antibiéticos de las cepas.

3) Identificar genes de resistencia para antibioticos B-lactamicos (bla: y blac.),
guinolonas (Smqnr) y SXT (sul).

4) Detectar genes caracteristicos de integrones clase 1 (intl1, gacEA1 y sul1).
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5) Realizar la genotipificacion de algunos de los aislados de S. maltophilia

mediante el gen rpoA.

5. ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Cepas de estudio

Se estudiaron 45 aislados de Stenotrophomonas maltophilia procedentes de distintos
sitios anatomicos de pacientes infectados con este microorganismo, provenientes
del Hospital para el Nifio Poblano de la Ciudad de Puebla, durante el periodo de julio
de 2011 a julio de 2016.

6.2 Cepas control

Se usaron distintas cepas como control positivo para la amplificacion de los
diferentes genes de resistencia, los genes que portan estas cepas ya estan

secuenciados. Las caracteristicas de las cepas se describen en la tabla 1.

Tabla 1. Cepas usadas como controles positivos para la amplificacién de genes

de resistencia a antibiéticos.

P. aeruginosa IMP-15 blame-15 Dr. Jesus Silva Sanchez
P. aeruginosa VIM-2 blaviv-2 Dr. Jesus Silva Sanchez
A. haemolyticus AN54 blanom M. C. Ma.’ Elena Bello
Lopez
: M.C. Elizabeth Valerio
. sull, intl, . .
P. aeruginosa Ps36 Calleja/ M.C. Cristal
gacEAl .
Ayala Arias
E coli C7222 sul3 D. C. Gerardo Cortés

Cortés

Para blakrc no se tiene control positivo.
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6.3 Condiciones éticas

Los aislados de estudio fueron donados por Hospital para el Nifio Poblano
(HNP/ENS/177/2016). Para su manejo se siguio la cadena de custodia de las cepas
desde el HNP al Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad del
Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiologicas (LMHC-CICM) y los datos de
los pacientes fueron anénimos. Los microorganismos se desecharon de acuerdo con
el manejo del RPBI conforme a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

6.4 Comprobacion de la pureza de los aislados y realizacion de pruebas

bioquimicas

Se ratificé la pureza de los aislados mediante pruebas bioquimicas: oxidasa (-),
movilidad (+), oxidacion de glucosa (+) y manitol (-), crecimiento a 42°C (-) e hidrolisis
de DNA (+).

6.5 Determinacién de la susceptibilidad a antibiéticos

Para la determinacion de la susceptibilidad a diferentes antibiéticos se siguid la
metodologia del método de dilucion en agar para determinar la Concentraciéon
Minima Inhibitoria (CMI) siguiendo las recomendaciones del CLSI, 2017. Se parti6
de un cultivo puro de las cepas a evaluar, se resuspendio un inoculo en un tubo con
3 mL de Solucion Salina Isotonica (SSI) al 0.85%, para ajustar la turbidez con un
estandar de 0.5 de la escala de McFarland, que equivale a 1.5 x 108 UFC/mL.
Posteriormente se hizo una dilucién 1:10 con SSI (siendo el inéculo de 1.5 x 107
UFC/mL), se depositd por triplicado 2 pyL de ésta suspension en placas con agar
Mueller Hinton suplementadas con antibiético, el inéculo final fue de 1.5 x 104
UFC/mL. Las placas inoculadas se dejaron a temperatura ambiente hasta que las

gotas de in6culo estuvieran secas y se incubarén 24 horas a 37°C.
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Después de 24 horas de incubacion se observo el crecimiento en las placas y se
determind la concentracion menor a la cual el antimicrobiano inhibe el crecimiento
bacteriano. Con este método se evalud la susceptibilidad a siete antibioticos, los

cuales se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Antibiéticos y puntos de corte evaluados en este trabajo, CLSI 2017.

Resistente | Intermedio | Sensible

Ceftazidima CAZ 232 16 <8
Minociclina MIN 216 8 <4
Levofloxacino LVX >8 4 <2
Trimetoprima-
sulfametoxazol SXT =4/70 ) =2/38
Cloranfenicol C 232 16 <8
Imipenem IMP =16 8 <4
Meropenem MEM =16 8 <4

6.6 Lisis bacteriana

Se realiz6 la obtencién de DNA mediante lisis bacteriana por calor a partir de un
cultivo puro en agar infusién cerebro corazéon (BHI), para lo cual se sembré una
colonia aislada de S. maltophilia en placas de agar BHI, se incub6 a 37°C durante
18 a 24 horas, del cultivo anterior se recogio de 2 a 3 asadas y se depositaron en un
tubo Eppendorf con 800 uL de SSI estéril, esta mezcla se homogeneizd en un vortex
y se centrifugd a 13,000 rpm durante 5 minutos; se eliminé el sobrenadante y se
resuspendio la pastilla bacteriana en 800 pL de SSI, (se realizaron 3 lavados mas
con 800 pL de SSI). La ultima pastilla se resuspendido con 800 pyL de soluciéon
inyectable estéril y se coloc6 en bafio Maria a temperatura de ebullicién durante 10
minutos, transcurrido ese tiempo se sac6 el tubo, se agité y se centrifugd a 13,000
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rpm durante 5 minutos, posteriormente se separd el sobrenadante en un tubo
Eppendorf estéril, se ajustd la concentracion de DNA a 200 ng/pL con el equipo
NanoDrop 2000 y se almacend a -20°C hasta su uso.

6.7 Amplificacién de genes por Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR)

Para la amplificacion de genes se utilizd la enzima Maxima Hot Start Tag DNA
Polymerase (Thermo Scientific). Las cantidades de los componentes para la PCR se
muestran la tabla 3. Todas las reacciones de PCR se amplificaron en el termociclador
Professional TRIO ®.

Tabla 3. Componentes de la PCR.

Maxima Hot Start
Tag DNA Polymerase 5 U/ puL 0.08 04U
(Thermo Scientific)
Buffer de reaccion 10X 1 1X
MgCl, 25 mM 1 1.5 mM
dNTPs 10 mM 0.3 0.2 mM
Primer Forward 25 uM 0.5 0.75 mM
Primer Reverse 25 uM 0.5 0.75 mM
DNA - 1 ---
Agua libre de nucleasas Hasta 10 uL
Volumen final 10 pL
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6.8 Amplificacion de genes de resistencia para B-lactamicos: blaL1y blar2
y otras B-lactamasas

Se amplificaron los genes blaL1 y blai> a las cepas seleccionadas (n=25). Las cepas
con un fenotipo de resistencia a carbapenémicos y que no amplificaron blaL1 y blaco,
fueron candidatas para amplificar otros genes involucrados en la resistencia a estos
antibioticos: blanom, blave, blavim y blakec. Los oligonucleoétidos utilizados se
muestran en la tabla 4 y las condiciones de trabajo para la amplificacion de cada gen

en la tabla 5.

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de B-lactamasas.

L1-F CACACCTGGCAGATCGGCAC Furushita et
b|a|_1 L1 459 al.. 2005
L1-R GCCGCATCCGCGTAGGC g
L2-F CGATTCCTGCAGTTCAGT Furushita et
bla,, L2 870 L 2005
L2-R CGGTTACCTCATCCGATC al,
IMP (1, 7, IMPdF CTRCCGCAGWAGMGKCTTTG Bello
blaive 13, 15, 22, 515 Lépez,
35) IMPdR | GCCADGCTACDANATTTGCGTC 2015.
VIM (1,2, | VIMdLF GATGGYGTTTGGTCGCATATC 1-2:
3,4,5,7, 400 Bello
blaum | 11, 12,17, | VIMd2R GAATGCGCAGCACCRGGA Lopez,
31, 35, 36, 1-3: 2015.
37) VIMd3R CAACRTTMGYTGTGTGYTKGA | 600
NDM (2, NDMv-F | AATATTATGCACCCGGTCGCG Bello
blanom 3,4,5,6,7, 732 Lépez,
8) NDMv-R CATCACGATCATGCTGGCCT 2015.

KPC-F1 ATGTCACTGTATCGCCGTCT
blakrc KPC-2 882
KPC-R2 TTACTGCCCGTTGACGCCCCA

Akpaka et
al., 2009

ON: oligonucleétidos, TA: tamafio del amplificado.
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Tabla 5. Condiciones de amplificacion para los genes de B-lactamasas.

Desnaturalizacién | Alineamiento | Extensién
L1-F 95°C/ 72°C/ 72°C/
blaL1 95°C/ 30s 65°C/1min 1min 04°C
L1-R 5min 7min
L2-F 95°C/ 72°C/ 72°C/
bla.z 95°C/30 s 55°C/1min imi 04°C
L2-R 5min min 7min
IMPdF 94°C/ 72°C/ 72°C/
blawp 94°C/1min 56°C/1min imi ©4°C
IMPdR | 5min min 10min
VIMd1F | 94°C/ 72°C/ 72°C/
94°C/1min 54°C/1min imi ©10°C
VIMd2R | 5min min 10min
blayim
VIMd1F | 94°C/ 72°C/ 72°C/
94°C/1min 50°C/1min ©10°C
VIMd3R 5min 1min 10min
NDMv-F | 94°C/ 72°¢/ 72°C/
blanom 94°C/1min 54°C/1min imi ©10°C
NDMv-R | 5min min 10min
KPC-F1 | 94°C/ 72°C/ 72°C/
blakpc 94°C/1 min 52°C/1min imi ©10°C
KPC-R2 | 5min min 10 min
ON: oligonucleétidos, DI: desnaturalizacién inicial, CF: conservacién final.

6.9 Caracterizaciéon de blaL1 y blar2

Se busco el mapa gendmico de los genes blaL1 y blaz en S. maltophilia. Para blavi,
se utilizaron las secuencias de las cepas S. maltophilia disponibles en el GenBank
(S. maltophilia K279a, S. maltophilia ISMMS2, S. maltophilia R551-3, S. maltophilia
13637) y se disefiaron oligonucledtidos para los genes que codifican el receptor
dependiente de TonB y la cobre amino oxidasa, para obtener un fragmento de 1257
pb. También se emplearon los oligonucle6tidos L1-F y L1-R (tabla 4) para caminar

dentro de la secuencia de 1257 pb.
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Para blaL2 se disefiaron los oligonucleotidos AmRsm-F y L2d-R, que se alinean en el
gen ampR y blaL2, respectivamente, con base en secuencias reportadas previamente
por Chang y colaboradores, 2010. Los oligonucle6tidos que se disefiaron para
amplificar el mapa gendémico de L1 y L2 y las condiciones de trabajo empleadas se
mencionan en las tablas 6y 7.

Tabla 6. Oligonucle6tidos empleados para la amplificacién del mapa genémico
delLlylL2.

TonBsm-F | AGCTACTACTCGCAGACCAC
bla 1 rTonB-bla.1-CAO 1257 te trabai
CAOsm-R | TGCAGCCGTAYACCGTYGAG esie rabajo

Disefiados en

TonBsm-F | AGCTACTACTCGCAGACCAC Este trabajo

blai: rTonB-bla.1 1006 '
L1-R GCCGCATCCGCGTAGGC Furushita et
al., 2005
L1-F CACACCTGGCAGATCGGCAC F‘;'iuszhc')tg‘set
blas bla.1-CAO 925 "

CAOsm-R | TGCAGCCGTAYACCGTYGAG .
Este trabajo

AmRsm-F | CATTCGTCGCTGCGRTAGG N
bla., ampR- blai2 1675 Dlscten?d%s en
L2d-R TCATCCGATCADBGCRTCGG este trabajo

ON: oligonucleétidos, TA: tamafio del amplificado

-22-



Tabla 7. Condiciones empleadas para la amplificacion del mapa gendémico de
LlylL2.

Desnaturalizaciéon | Alineamiento | Extensién

TonBsm-F 95°C/ 72°C/ 72°C/

blai1 95°C/40's 58°C/50 s o04°C
CAOsm-R 5min 1min 20 s 7min
TonBsm-F | 95°C/ 72°C/ 72°C/

bla.1 95°C/40's 60°C/50 s 004°C
L1-R 5min 1min 7min
L1-F 95°C/ 72°C/ 72°C/

bla.: 95°C/40's 62°C/50 s 004°C
CAOsm-R 5min 1min 7min
AmRsm-F 95°C/ 72°C/ 72°C/

bla., 95°C/40 s 58°C/50 s 004°C
L2d-R 5min 1min 30 s 7min

ON: oligonucleotidos, DI: desnaturalizacién inicial, CF: conservacion final.

6.10 Amplificacién de genes de resistencia para quinolonas (Smqnr)

A las cepas que presentaron fenotipo de resistencia a levofloxacino se les amplifico
el gen Smqnr. Los oligonucledétidos que se utilizaron para amplificar este gen y las

condiciones de trabajo empleadas se mencionan en la tabla 8 y 9, respectivamente.

Tabla 8. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacién de genes Smqnr.

SmQnr (1, 2,3, 4,

6,7,8,9, 10, 11,

14, 15, 16, 17, 18, Smanr-F AGTGGTCGACCAGCAGTTC Disefiados

Smqnr | 28, 29, 31, 32, 34, 561 en este

39, 40, 42, 43, 44, Smgnr-R | TGCATCAACAGCGCCACCTG trabajo

45,47, 49, 51, 52,
54)

ON: oligonucledtidos, TA: tamafio del amplificado.
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Tabla 9. Condiciones de amplificacion para los genes de resistencia a quinolonas.

Desnaturalizacién | Alineamiento | Extensién

Smaqnr 95°C/ 40 s 63°C/1min 72°C/50s o04°C
Smagnr-R | 5min 8min

ON: oligonucleotidos, DI: desnaturalizacién inicial, CF: conservacion final.

6.11 Busqueda de genes de resistencia a sulfamidas

A las cepas que presentaron fenotipo de resistencia a trimetoprima-sulfametoxazol
se les amplificaron los genes sull y sul3 que se han asociado con la resistencia a
este antibiodtico. Los iniciadores y las condiciones de reaccion para amplificar sul3

se muestran en las tablas 10 y 11, respectivamente.

Tabla 10. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de sul3.

sul-3-FE | GAGCAAGATTTTTGGAATCG
sul3 Sul-3 790
sul-3-R CTAACCTAGGGCTTTGGA

Perreten y
Boerlin, 2003

ON: oligonucleotidos, TA: tamafio del amplificado.

Tabla 11. Condiciones de amplificacion de sul3.

Desnaturalizacién | Alineamiento | Extensién

sul-3-F | 94°C/ 72°C/
sul3 94°C/1min 51°C/1min 72°C/ 1min 4°C
sul-3-R 5min 5 min

ON: oligonucleotidos, DI: desnaturalizacién inicial, CF: conservacion final.
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6.11.1 Amplificacion de genes conservados en los integrones clase |

Los genes conservados de los integrones clase 1; sull, intll y gacEA1, se
amplificaron empleando los oligonucleotidos de la tabla 12 y las condiciones de
reaccion se muestran en la tabla 13.

Tabla 12. Oligonucledtidos utilizados para la busqueda de genes conservados en los
integrones clase I.

sul-1-F | TGGTGACGGTGTTCGGCATTC Mazel et al.,
sull Sul-1 790 2000
sul-1-R | GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG
Int1l-F ACGAGCGCAAGGTTTCGGT
Intl1 Intl1 564 Mazel et al.,
Int1-R GAAAGGTCTGGTCATACATG 2000
Qac-F GGCTGGCTTTTTCTTGTTATCG
gacEA1 QacE 247 Mazzeéoeé al,
Qac-R TGAGCCCCATACCTACAAAGC
ON: oligonucleotidos, TA: tamafio del amplificado.

Tabla 13. Condiciones de amplificacién para la busqueda de genes conservados en
los integrones clase I.

Desnaturalizacién | Alineamiento | Extensién
sul-1-F | 94°C/ 72°C/
sull 94°C/30 s 63°C/ 30 s 72°C/ 1min 10°C
sul-1-R 5min 8 min
Intl-F 94°C/ 72°C/
Intl1 94°C/ 30 s 52°C/30s 72°C/ 2min 10°C
Int1-R 5min 7min
Qac-F | 94°c/ 72°C/
qacEA1 94°C/ 30 s 60°C/30s 72°C/ 1min 10°C
Qac-R | 5min 7min
ON: oligonucleotidos, DI: desnaturalizacion inicial, CF: conservacion final.
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6.12 Genotipificacion

Se seleccionaron seis cepas para realizar la genotipificacion mediante la
amplificacion y secuenciacion del gen rpoA, utilizando los iniciadores disefiados por
Locosque y colaboradores, 2011. Los oligonucleotidos empleados y las condiciones

de reaccién para amplificar rpoA se muestran en las tablas 14 y 15.

Tabla 14. Oligonucleoétidos empleados para la amplificacion de rpoA.

rpoA-F TKAAGGATGTGGCRATCC
PoA 709 l., 2011
rpoA-R GGCCARTTCTCCARCTTCA al.,

Locosque et

ON: oligonucleodtidos, TA: tamafio del amplicon

Tabla 15. Condiciones empleadas para la amplificacién de rpoA.

Desnaturalizacién | Alineamiento | Extensién

72°Cl/

rpoA 95°C/ 30s 55°C/1min 4°C

1min

ON: oligonucleotidos, DI: desnaturalizacién inicial, CF: conservacion final.

-26 -



6.13 Electroforesis y visualizacion de los productos de PCR

La electroforesis se realiz6 en geles de agarosa al 1%. Se cargd el gel con los
productos de PCR y 1 uL de azul de bromofenol como tampdn de carga. Se utilizé el
marcador de peso molecular GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder y una solucién 1X
de Tris Acido acético, EDTA (TAE) como buffer de electroforesis. Posteriormente se

aplico una tensién de 100V/30-35 minutos.

Los geles fueron tefiidos en una solucion acuosa de bromuro de etidio (BET) (60 uL
BET/ 200 mL H20) durante 30 segundos y se destifieron en agua destilada. Los geles

se fotografiaron en el digitalizador de imagenes MiniBIS Pro, Bio Imagen System.

6.14 Secuenciacién de los productos de PCR

Los productos amplificados se purificaron con el kit ZymocleanTM Gel DNA Recovery
Kit™, siguiendo instrucciones de fabricante, y se mandaron a secuenciar al Instituto
de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM) en
Cuernavaca Morelos, México y al Laboratorio de Servicios Gendmicos del
LABORATORIO NACIONAL DE GENOMICA PARA LA BIODIVERSIDAD
(LANGEBIO)- Cinvestav en Irapuato, Gto. México.
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6.15 Andlisis de las secuencias
Las secuencias se visualizaron en el programa Flinch Tv version 1.4.0 Geospiza.

El analisis comparativo de las secuencias se realizd con el programa BLAST 2.0
QBLAST del National Center for Biotechnology Information site

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).

Los alineamientos se realizaron con el programa Clustal Omega

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

La conversion de la secuencia nucleotidica a aminoacidica se realiz6 en EXPASy-

Translate tool (http://expasy.org/tools/dna.html).

La construccion de arboles filogenéticos se realizo con el software MEGAG.

El modelado de las proteinas se efectu6 el programa; Protein
Homology/analogYRecognition Engine \% 2.0
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index) y con los software:

RasWin Molecular Graphics version 2.7.5.2 y Visual Molecular Dynamics (VMD)

version 1.9.3.
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7. RESULTADOS

7.1 Datos de las cepas estudiadas

El Hospital para el Nifio Poblano es un establecimiento que atiende a la poblacion
infantil que requiere atencion médica de tercer nivel. Para este estudio se trabajé con
una coleccion de 45 cepas de Stenotrophomonas maltophilia recolectadas durante
el periodo: julio 2011-julio 2016. Estas cepas fueron identificadas previamente por el
método semiautomatizado Vitek2 y se realizd su ratificacion mediante pruebas
bioquimicas en el LMHC-CICM. 16 de las cepas se obtuvieron de liquido de dialisis
peritoneal, 11 secrecién abdominal, 10 secrecion de pierna y el resto de otras
secreciones como: liquido peritoneal, secrecion vulvar y secrecion de herida en sacro
(figura 2). La distribucion de la procedencia de las cepas por servicio hospitalario fue:
Medicina Interna (MI) 43%, Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) 17%, Urologia (U)
17% Cirugia (CX) 9%, Oncohematogia (OH) 13%, ver figura 3.

® |iquido de dialisis
eritoneal _

m Secrecion abdominal

= Secrecidn en pierna

m Otros

Figura 2. Origen de las 45 cepas aisladas de julio 2011 a julio de 2016 en el HNP de la
ciudad de Puebla.
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Figura 3. Areas hospitalarias de donde provienen las 45 cepas aisladas de julio de
2011 ajulio de 2016 en el HNP de la ciudad de Puebla. MI: Medicina Interna, UCI: Unidad
de Cuidados Intensivos U: Urologia, CX: Cirugia, OH: Oncohematogia.

7.2 Determinacion de la susceptibilidad a antibi6ticos

Se hizo una seleccién de 32 cepas con base a la fecha de aislamiento y procedencia,
para obtener su perfil fenotipico de resistencia a antibiéticos y se evalud la
susceptibilidad a siete antibioticos. La mayoria de las cepas sometidas a esta prueba
fueron resistentes a los B-lactamicos probados (>90%); el 92% fue resistente a
ceftazidima, el 100% a imipenem y meropenem. El 34% fue resistente levofloxacino,
16% a SXT, 9% a cloranfenicol y todas las cepas fueron sensibles a la minociclina.
En la figura 4, se pueden observar los porcentajes de resistencia para cada

antibiotico.
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Figura 4. Perfil de susceptibilidad a antibiéticos de las 32 cepas seleccionadas
de Stenotrophomonas maltophilia. CAZ: ceftazidima, IMP: imipenem, MEM:
meropenem, LVX: levofloxacino, C: cloranfenicol, MIN: minociclina, STX: trimetoprima-
sulfametoxazol.

7. 3 Amplificacion de genes de resistencia para B-lactamicos; blari, blac2

y otras B-lactamasas

Para la amplificacion de genes de resistencia a antibioticos se hizo una seleccion de
25 cepas con base a su perfil fenotipico de resistencia, a las que se les buscé los
genes que codifican para las B-lactamasas L1 y L2. El gen blaL1 estuvo presente en
el 76% de las cepas y blarz en el 72%. Debido a que no se contaba con controles
positivos para amplificar estos genes se secuenciaron los productos de la cepa StN1
y posteriormente se usaron como control positivo. En la figura 5 se muestra la

fotografia de los productos de blarz (tamafio del amplificado: 894pb).

Las cepas StN13 y StN46 no amplificaron para blaL1y blac2, por lo que se buscé otras

B-lactamasas; blanowm, blaive, blavim y blakec, para tratar de explicar porque fueron
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resistentes a carbapenémicos. Ambas cepas resultaron negativas para las variantes

de las B-lactamasas buscadas.

3 4 5-.6 T-ACEIERORIENONS 14 15

Figura 5. Amplificacion de bla., de algunas de las cepas de estudio. Carril(C) 1:
marcador de peso molecular, C 2: blanco, C 3: StN1(+), C 4: StN3, C 5: StN8, C 6: StN9, C
7: StIN10, C 8: StN11, C 9: StN12, C 10: StN13, C 11: StN14, C 12: StN15, C 13: StN16, C
14: StN17, C15: StN18.

7.4 Mapa gendémico de blaL1 y blarz

Con la finalidad de amplificar los genes blaL1 y bla.z completos, se buscaron sus
mapas gendmicos y se disefiaron diferentes oligonucleétidos. Al realizar la busqueda
del mapa gendémico del gen blaL1 en las siguientes cepas: S. maltophilia K279a, S.
maltophilia ISMMS2, S. maltophilia R551-3, S. maltophilia 13637 con numero de
acceso en el GenBank: NC_010943.1, NZ _CP011305.1, NC _011071.1,
NZ_CP008838.1, respectivamente, se observo que blaL: se encuentra flanqueado
por el receptor dependiente de TonB y la cobre amino oxidasa, como se muestra en
la figura 6. La estrategia para secuenciar blaLi de algunas cepas fue amplificar desde
el gen codificante para el receptor dependiente de TonB (rTonB) al cobre amino
oxidasa (CAO), que corresponde a un fragmento de 1257 pb, también se utilizaron
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las combinaciones de los oligonucleotidos TonBsm-F/L1-R (1006 pb) y L1-F/CAOsm-
R (925 pb), figura 6.

1006 pb

925 pb
| ( | \
TonBsm-F L1-F L1-R CAOsm-R
95 pb 122 pb
2430 pb — 873 pb — 375 pb
Receptor dependiente de TonB bla,, Cobre amino oxidasa

1257 pb

Figura 6. Mapa gendémico de bla.: presente en el cromosoma de S. maltophilia y
estrategia para secuenciacion.

Por otro lado, rio arriba de blaL2 se encuentra un regulador de B-lactamasa tipo AmpR
clasico. La estrategia para amplificar blaLz fue utilizar el juego de oligonucleotidos

AmRsm-F/L2d-R, que amplifican desde ampR hasta el final de bla.2 (1675 pb), ver

figura 7.
1675 pb
AmRsm-F L2d-R
—l —
175pb
867pb — 912pb
ampR bla,,

Figura 7. Mapa gendémico de bla.; presente en el cromosoma de S. maltophilia y
estrategia para amplificacion.
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Luego de amplificar en el mapa gendmico de blacs, utilizando los tres juegos de
oligonucledtidos, se analiz6 cuantas de nuestras cepas presentaban el mapa
gendmico reportado. Dos cepas no portan blaLi, 14 cepas presentan rTonB- blaci-
CAOQO vy el resto blaL1-CAO. En la figura 8 se muestran los fragmentos amplificados
del mapa genomico del gen blaLi en algunas de las cepas de estudio. Debido a que
no se contaba con controles positivos para amplificar estos fragmentos se
secuenciaron los productos de la cepa StN12 y posteriormente se usaron como

control positivo.

Después de amplificar con los oligonucleétidos AmRsm-F/L2d-R, se observé que de
18 cepas portadoras de L2 solo siete tienen el mapa genémico: ampR- blacz (ver
tabla 20). En la figura 9 se visualiza el amplificado del mapa genémico de blaL2 de

algunas cepas.

A) rTonB- blai:-CAO B) rTonB-bla.1 C) bla.1-CAO

Figura 8. Amplificacion del mapa genémico del gen bla; de las cepas StN1, StN10 y
StN12. A) Amplificado de rTonB- bla1-CAO (1257 pb), Carril (C) 1: marcador de peso
molecular (MPM), C 2: blanco, C 3: StN1, C 4: StN10, C 5: StN12. B) Amplificado de rTonB-
bla.1(1006 pb), C 1: MPM, C 2: blanco, C 3: StN1, C 4: StN10, C 5: StN12. C) Amplificado
de bla.;-CAO (925 pb), C 1: MPM, C 2: blanco, C 3: StN1, C 4: StN10, C 5: StN12. Las

flechas rojas indican el producto del peso esperado. StN12 se utiliz6 como control positivo.
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5 6 7 8 9 10 11

1500pb--- 1675 pb

1200pb---

Figura 9. Amplificado del mapa gendmico de bla, > de algunas cepas. C 1: marcador de
peso molecular, C 2: blanco, C 3: StN31, C 4: StN33, C5: StN35, C 6: StN36, C 7: StN37, C
8: StN38, C 9: StN41, C 10: StN45, C 11: StN46. La flecha roja indica el producto del peso
esperado.

7.5 Anélisis del gen codificante para la B-lactamasa L1 de algunas cepas

de interés

Se seleccionaron once cepas para secuenciar blaLi, con el objetivo de estudiar la
MBL L1, debido a lo interesante de sus CMI a los antibiéticos carbapenémicos, se
eligieron tres cepas con CMI de 64ug/mL (StN12, StN19 y StN37), dos con CMI de
128ug/mL (StN1 y StN25) y el resto con CMI de >128ug/mL para MEM. Los datos
generales de estas cepas se muestran en la tabla 16, en cuanto al perfil fenotipico
de resistencia a B-lactamicos, el origen de la muestra y el mapa genémico de blacz,
las CMI para los carbapenémicos se resaltan en rojo.
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Tabla 16. Datos generales de 11 cepas de interés para el estudio de blac.

CAZ IPM MEM
StN1 | 28ul11 | lelidograsode cX 64 | >128 | 128 bla,-CAO
pierna
SINIO | 17-ene-12 LDP M 32 | >128 | >128 blai;-CAO
SIN12 | 20-ago-12 | o HX- Region OH 64 | >128 64 | rTonB- blas-CAO
abdominal
StN17 08-jul-14 S. vulvar UCl 8 >128 | >128 bla ;-CAO
StN18 | 14-ago-14 | o HX. QX.de ucl 256 | >128 | >128  rTonB- blas-CAO
gastrostomh’:\
SN19 | 15-ene-15 S.de u 128 | >128 64 | rTonB- bla.-CAO
traqueot0m|a
StN21 30-may-15 Lesiones orales OH 64 >128 | >128 bla ;-CAO
. S. HX.
SIN25 | 25-jun-15 A cx 64 | >128 | 128 blai;-CAO
SIN29 | 30-jul-15 LDP MI 128 | 128  >128 | rTonB- bla,:-CAO
SIN37 | 22-mar-16 LDP u 64 | >128 64 | rTonB- blau-CAO
SIN38 | 24-abr-16 LDP MI 256 | >128 | >128 | rTonB- bla,-CAO

LDP: Liquido de dialisis peritoneal, CMI: Concentracion minima inhibitoria, U: Urologia, CX: Cirugia, UCI:
Unidad de Cuidados Intensivos, OH: Oncohematogia, MIl: Medicina Interna, S: Secrecién, S. HX.: Secrecion
de herida, S. HX. QX.: Secrecion de herida quirtrgica. CAZ: ceftazidima, IMP: imipenem, MEM: meropenem.

Una vez que se obtuvieron los productos de la amplificacion de rTonB-blaL1-CAO,

blaL1-CAO, se purificaron y se mandaron a secuenciar. Tras la obtencion de las

secuencias de nucledtidos y realizar estudios informaticos de las secuencias se

obtuvo la traduccion a aminoacidos de la proteina, se realizé un analisis de cada

secuencia con respecto a cinco variantes reportadas en GenBank y se determing el

tipo de alelo que portan. La cepa StN12 porta L1c y las demés nuevos alelos.

El andlisis de las secuencias de aminoacidos mostro que L1 de nuestras cepas de

interés es similar a las reportadas. Se observé mas del 73% de identidad entre todas

las proteinas. En la tabla 17 se muestra la variante de L1 con mayor similitud a cada

una de nuestras cepas. Se busco el motivo de unién a zinc conservado en las -

lactamasas del grupo B3 y otros residuos de aminoacidos que forman parte del sitio
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activo de L1 en las secuencias de aminoacidos de nuestras cepas (tabla 17), para
relacionarlo con las diferencias en las CMI a MEM.

Tabla 17. Andlisis de las secuencias de aminoacidos de L1 de 11 cepas.

Motivo de Otros
unién a zinc  aminoacidos

StN1 | >128 | 128 blaL1-CAO Ninguno Ninguno 99% con Lle
StN10 | >128 | >128 blaL:-CAO Ninguno Ninguno 98% con Lle
StN12 | >128 64 rTonB- bla.:-CAO Ninguno Ninguno 100% con L1c
StN17 | >128 | >128 blaL1-CAO Ninguno Ninguno 82% con Lle
StN18 | >128 | >128 | rTonB- blaL:-CAO Ninguno Ninguno 92% con L1b
StN19 | >128 | 64 rTonB- bla.:-CAO Ninguno Ninguno 88% con L1b
StN21 | >128 | >128 blaL:-CAO Ninguno Ninguno 89% con L1c
StN25 | >128 | 128 bla:-CAO Ninguno Ninguno 83% con L1le
StN29 | >128 | >128 | rTonB- bla.:-CAO Ninguno Ninguno 99% con L1c
StN37 | >128 | 64 rTonB- bla.:-CAO Ninguno Ninguno 90% con L1d
StN38 | >128 | >128 | rTonB- bla.:-CAO Ninguno Ninguno 91% con L1b
IMP: imipenem, MEM: meropenem, CMI: Concentracién minima inhibitoria

El andlisis de las secuencias de aminoacidos de L1 completas (cepas; StN12, StN19
y StN37) y parciales (cepas; StN1, StN10, StN17, StN18, StN21, StN29, StN37 y
StN38) con respecto a los alelos L1a, L1b, L1c, L1d y L1e, se puede visualizar en la
figura 10.
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L1-StN10
Lle
L1-StN1
L1-StN21
L1-StN17
L1-StN25
Lla

L1ld
L1-StN19
L1-StN37
L1-StN38
L1-StN18
Llb

Llc
L1-StN12
L1-StN29

L1-StN10
Lle
L1-StN1
L1-StN21
L1-StN17
L1-StN25
Lla

Lld
L1-StN19
L1-StN37
L1-StN38
L1-StN18
Llb

Llc
L1-StN12
L1-StN29

L1-StN10
Lle
L1-StN1
L1-StN21
L1-StN17
L1-StN25
Lla

L1ld
L1-StN19
L1-StN37
L1-StN38
L1-StN18
Llb

Llc
L1-StN12
L1-StN29

L1-StN10
Lle

MRSTLLAFAL----- AVALPAAHTSAAEVPLPQLRAYTVDASWLOPMAPLQIADHTWQIG
MRSTLLAFAL----- AVALPIAHASGAETPLPQLRAYTVDASWLOPMAPLOQIADHTWQIG
MRSSLLALTL----- AAALPAAYAVAAETPLPQLRAYTVDASWLOPMAPLOQIADHTWQIG
MREFSLLAVTL----- AAVLPVAHASAAEAPLPQLRAYTVDASWLOPMAPLOQIADHTWQIG
MRCSLLTFAL---—-- AAALPFAQAHAAEAPLPQLRAYTVDASWLOPMAPLQIADHTWQIG
MRFTLLAFAL----- AVALPAAHASAAEAPLPQLRAYTVDASWLOPMAPLQIADHTWQIG
MRFTLLAFAL-———-— AVALPAAHASAAEAPLPQLRAYTVDASWLOPMAPLOQVADHTWQIG
MRFTLLAFAL-———-— AVALPAVHASAAEAPLPQLRAYTVDASWLOPMAPLOQVADHTWQIG
MRFTLLAFAL-———-— AVALPAVHASAAEAPLPQLRAYTVDASWLOPMAPLQVADHTWQIG
MRFTLLAFAL-----— AVALPAVHASAAEAPLPQLRAYTVDASWLOPMAPLQVADHTWQIG

———————— GQTADGLVLIDGGMPOMASYLLTNMKASGTNTGPLRMVLLSHAHTDHAGPVA
THDLTALLVQTADGLVLIDGGMPOMASYLLTNMKARGTNTGPLRMVLLSHAHTDHAGPVA
———————————— DGLVLIDGGMPOMASYLLTNMKASGTNTGPLRMVLLSHAHTDHAGPVA
——————— LVQTADGAVLLDGGMPOMASHLISNMKVRGVAPQDLRVILLSHAHADHAGPVA
——————— LVRTADGAVLLDGGMPOMAGHLLDNMKARGVAAQDLRLILLSHAHADHAGPVA
—————— LLVRTADGAVLLDGGMPQOMAGHLLDNMKARGVAAQDLRLILLSHAHADHAGPVA
TEDLTALLVQTPDGAVLLDGGMPOMASHLLDNMKARGVTPRDLRLILLSHAHADHAGPVA
TODLTALLVQTADGAVLLDGGMPOMAGHLISNMKVRGVAPQDLRLILLSHAHADHAGPVA
TESLTALLVQTSEGAVLLDGGMPOMAGHLLDNLKARGVAPQDLRLILLSHAHADHAGPVA
TENLTALLVQTAEGAVLLDGGMPOMAGHLISNMKARGVAPQDLRLILLSHAHADHAGPVA
TQELTALLVQTAEGAVLLDGGMPOMAGHLLDNMKARGVAPQDLRLILLSHAHADHAGPVA
TEDLTALLVQTAEGAVLLDGGMPOMASHLISNMKVRGVAPQDLRLILLSHAHADHAGPVA
TEDLTALLVQTAEGAVLLDGGMPOMAGHLLDNMKLRGVAPQDLRLILLSHAHADHAGPVA
TEDLTALLVQTAEGAVLLDGGMPOMAGHLLDNMKLRGVAPQDLRLILLSHAHADHAGPVA
TEDLTALLVQTAEGAVLLDGGMPOMAGHLLDNMKLRGVAPQDLRLILLSHAHADHAGPVA
TEDLTALLVQTAEGAVLLDGGMPOMAGHLLDNMKLRGVAPQDLRLILLSHAHADHAGPVA

ek kkekkkhkkhkhkhkkhkk oke koK * Ak e okhkhkkkhk o khkkhkhkk

EIKRRTGAQVIVNAETAVLLARGGSDDLHEGDKITFPPVNADRIVMDREVVKLGGIAFTA
EIKRRTGAQVVVNAETAVLLARGGSDDLHEGDEITFPPVNADRIVMDREVVKLGGIAFTA
EIKRRTGAQVIVNAETAVLLARGGSDDLHEGDEITFPPVNADRIVMDREVVKLGGIAFTA
ELKRRTGASVAANAESAVLLARGGSNDLHEGDSITFPPASTDRIIMDGEGVTVGGIAFTA
ELKRRTGASVAANAESAVLLARGGSNDLHEGDSITFPPASADRIIMDGEGVTVGGIAFTA
ELKRRTGASVAANAESAVLLARGGSNDLHEGDSITFPPASADRIIMDGEGVTVGGIAFTA
ELKRRTGAKVAANAESAVLLARGGSDDLHEGDGITYPPANADRIVMDGEVITVGGIVETA
ELKRRTGAKVAANAESAVLLARGGSDDLHEGDGITYPPASADRIVMDGEMITVGGIAFTA
ELKRRTGARVVANAESAVLLARGGSDDLHEGDDITYPPASTDRIVMDGEVVTVGGIAFTA
ELKRRTGAKVAANAESAVLLARGGSDDLHEGDAITYPPASADRIVMDGEVVEVGGIEFTA
ELKRRTGAKVVANAESAVLLARGGSDDLHEGDGITYPPASADRIIMDGEVVSIGGIDEFTA
ELKRRTGAHVAANAESAVLLARGGSNDLHEADGITYPPASADRITIMDGEAVTVGGITETA
ELKRRTGAHVAANAETAVLLARGGSNDLHEGDGITYPPASADRITIMDGEVVTVGGIAFTA
ELKRRTGAHVAANAETAVLLARGGSNDLHEGDGITYPPASADRITIMDGEVVTVGGIAFTA
ELKRRTGAHVAANAETAVLLARGGSNDLHEGDGITYPPASADRIIMDGEVVTVGGIAFTA
ELKRLTGAHVAANAETAVLLARGGSNDLHEGDGITYPPASADRIIMDGEVVTVGGIVETA

* e kk kkkx K khkeoekkhkhkhkhkkhkhkhkohkkhkkhkhx * *kokk ekk Kk o kk Kk . e kk Kk Kk kK

HFMPGHTPGSTAWTWTDTRDGKPVRIAYADSLSAPGYQLQGNARYPRLVEDYRRSEFATVR
HFMPGHTPGSTAWTWTDTRDGKPVRIAYADSLSAPGYQLOGNARYPRLVEDYRRSFATVR
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L1-StN1 HFMPGHTPGSTAWTWTDTRDGKPVRIAYADSLSAPGYQLQGNARYPRLVEDYRRSEFATVR

L1-StN21 HFMPGHTPGSTAWTWTDTRDGOPVRIAYADSLSABGYQLQGNARY PRLVEDYRRSFATVR
L1-StN17 HFMPGHTPGSTAWTWTDTRDGQPVRIAYADSLSAPGYQLQGNARY PRLVEDYRRSFATVR
L1-StN25 HFMPGHTPGSTAWTWTDTRDGQPVRIAYADSLSAPGYQLQGNARY PRLVEDYRRSFATVR
Lla HFMAGHTPGSTAWTWTDTRNGKPVRIAYADSLSAPGYQLQGNPRYPHLIEDYRRSFATVR
Lld HFMPGHTPGSTAWTWTDTREGKPVRIAYADSLSABGYQLQGNPRYPHLIEDYRHSLATVR
L1-StN19 HFMPGHTPGSTAWTWTDTRGAKPVRIAYADSLSABGYQLRGNVRYPRLIEDYTRSFATVR
L1-StN37 HFMPGHTPGSTAWTWSDTREGKPVRIAYADSLSAPGYQLQGNARY PRLVDDYKRSFATVR
L1-StN38 HFMPGHTPGSTAWTWTDTRDGKPVRIAYADSLSAP—————————————————— o=
L1-StN18 HFMPGHTPGSTAWTWTDTRDGKPVRIAYADSLSAPGYQLKGNPRYPRLIEDYKRSFITVR
Llb HFMPGHTPGSTAWTWTDTRDGKPVRIAYADSLSAPGYQLKGNPRYPRLIEDYKRSFATVR
Llc HFMPGHTPGSTAWTWTDTRDGKPVRIAYADSLSAPGYQLKGNPRYPRLIEDYKRSFATVR
L1-StN12 HFMPGHTPGSTAWTWTDTRDGKPVRIAYADSLSABGYQLKGNPRYPRLIEDYKRSFATVR
L1-StN29 HEMPGH T P— — == = — = —m — o oo o -
* kK kkhk kK
L1-StN10 GLPCDLLLTPHPGASNWNYAAGSNASEKVLSCKA-————=——=————————————
Lle GLPCDLLLTPHPGASNWNYAAGSNASEKVLSCKAYADAAEKKFDAQLAKETAGAR
L1-StN1 GLPCDLLLTPHPGASNWNYAAGSNASEKVLSCKAY —=——=——=————————————
L1-StN21 GLPCDLLLTPHPGASNWNYAAGAEAGANALTCKAYADAAEKKFDAQLAKETATAR
L1-StN17 ALPCDLLLTPHPGASNWNYAAGAEAGANALTCKAY-——-———————————————-
L1-StN25 ALPCDLLLTPHPGASNWNYAAGAEAGANALTCKAYADAAEKKFDAQLAKETATAR
Lla ALPCDVLLTPHPGASNWDYAAGARAGAKALTCKAYADAAEQKFDGQLAKETAGAR
Lld ALPCDVLLTPHPGASNWDYAAGSKASAKALTCKAYADAAEQKFDAQLAKETAGAR
L1-StN19 GLPCDLLLTPHPGASHWDYAAGSKAGAKALTCKAYADEAEKKFDAQLAKETVRAR
L1-StN37 ALPCDVLLTPHPGASNWDYASGSKASAKALTCKAYADAAEQKFDAQLAKETARAR
LI-StN38 mmmm oo
L1-StN18 mmmm oo
Llb ALPCDLLLTPHPGASNWNYAAGSKASAEALTCNAYADAAEKKFDAQLARETAGTR
Llc ALPCDLLLTPHPGASNWNYAVGSKASAEALTCNAYADAAEKKFDAQLAKETAGAR
L1-StN12 ALPCDLLLTPHPGASNWNYAVGSKASAEALTCNAYADAAEKKFDAQLAKETAGAR
LI-StN29 mmm oo oo

Figura 10. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de L1 de 11 cepas del HNP
y L1a, L1b, L1c, L1d, L1le. Se resaltan en amarillo los residuos de aminoacidos del motivo
de unién a zinc y en azul los otros residuos que forman parte del sitio activo.

Con las secuencias de aminoacidos de L1 completas de las cepas StN12, StN19 y
StN37, se realizé un alineamiento mdltiple con respecto a Lla, L1b, L1c, L1d, L1le
(ver anexo 1) y se obtuvo un arbol filogenético de todas estas variantes (figura 11).
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76 | L1C
100 | A L1-StN12

61 L1b
— Lla
21 96 L1d
A 1 1-StN19
49— A | 1-StN37
Lle
IMP-1

20

Figura 11. Arbol filogenético Neighbor-Joining basado en las secuencias de
aminoacidos de L1 de las cepas StN12, StN19 y StN37 y cinco variantes de ésta
proteina reportadas en el GenBank. El arbol se construy6 usando el programa MEGA 6.0
y se empleo la B-lactamasa IMP-1 como raiz del &rbol. L1 de las cepas StN19 y StN37 estan
marcadas con el siguiente simbolo: A.

Las cepas StN19y StN37 presentaron una CMI a MEM de 64 pg/mL y varios cambios
en las secuencias de aminoacidos con respeto a L1c (ver anexo 2), que porta StN12
(CMI-MEM=64 pg/mL), por lo que se tuvo la inquietud de realizar el modelo
tridimensional de estas proteinas (figuras 12 y 13), para apreciar si habia cambios
en la estructura, encontrando que la conformacion de la proteina se ve poco afectada
en la hélice a del extremo C-terminal en cuanto a longitud e inclinacion (ver figura
12).
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L1-StN19 L1-StN37

Figura 12. Modelado de L1 de las cepas StN19, StN137 y L1c. El modelo fue realizado
con el programa Protein Homology/analogYRecognition Engine V 2.0 y se visualizé en el
programa RasWin Molecular Graphics versién 2.7.5.2.

Para tratar de visualizar mejor las diferencias entre las tres enzimas (L1c, L1-StN19
y L1-StN37), se realizo6 el modelaje de las tres proteinas en un solo esquema para
poder compararlas, observando que la hélice a del extremo C-terminal es diferente
en cuanto a longitud y no se apreciaron cambios en los loops 1 y 2, donde se

encuentran algunos de los residuos que forman parte del sitio activo (figura 13).

Figura 13. Comparacion estructural de L1c, L1-StN19 y L1-StN37. En azul se muestra
L1lc, en verde L1 de StN19 y en blanco L1 de StN37. Los residuos en rojo corresponden al
motivo de unién a zinc y los demas aminoacidos que forman parte del sitio activo estan
coloreados en magenta. Se aprecia que la hélice a del extremo C-terminal de L1c es
ligeramente mas larga en comparacion con L1 de las cepas StN19 y StN37. El modelado fue
realizado en el programa Visual Molecular Dynamics (VMD) versién 1.9.3.
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7.6 Anédlisis del gen codificante para la B-lactamasa L2 de las cepas StN1
y StN36

Se eligieron las cepas StN1 y StN36 para secuenciar blar2 por lo interesante de su
CMI a ceftazidima, utilizando los oligonucleétidos L2-F/L2-R. En la tabla 18 se

presentan los datos generales de las cepas, resaltando en rojo su CMI a CAZ.

Tabla 18. Datos generales de StN1y StN36.

sinp | elidograsode CX 64 | >128 128 | (4) ©
pierna
StN36 LDP M 256 | >128 | 128 | (+) )

LDP: liquido de dialisis peritoneal, CAZ: ceftazidima, IMP: imipenem, MEM: meropenem, CMI:
Concentraciéon minima inhibitoria.

Las secuencias obtenidas, se analizaron con respecto a cuatro variantes de L2
reportadas en el GenBank. Ninguna es idéntica a las reportadas por lo que nuestras
cepas pueden portar nuevos alelos de L2. Con las secuencias de aminoacidos
obtenidas, se confirmé la presencia de los motivos: STXK, SDN y KTG conservados
en las B-lactamasas de clase A, los aminoacidos conservados dentro el lazo Q:
RXEXXXN, asi como los residuos de aminoacidos que forman el sitio activo de estas
enzimas. Los alineamientos de las secuencias de aminoacidos de L2a, L2b, L2c, L2d
y L2 de las cepas StN1, StN36 y la localizaciéon de los motivos conservados en las
B-lactamasas de clase A se visualizan en la figura 14, los resultados de este analisis
se resumen en la tabla 19.
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L2d
L2-StN36
L2-StN1
L2b

L2a

L2c

L2d
L2-StN36
L2-StN1
L2b

L2a

L2c

L2d
L2-StN36
L2-StN1
L2b

L2a

L2c

L2d
L2-StN36
L2-StN1
L2b

L2a

L2c

L2d
L2-StN36
L2-StN1
L2b

L2a

L2c

L2d
L2-StN36
L2-StN1
L2b

L2a

L2c

MLARRRFLQFSGAAVASSLFAPALVQPVSASSGIPAANAATAGAADFAALEKASGGRLGV
——————————————————— ACPALARAAAPSSGTPAANAATIAGAADFAALEKASGGRLGV
—————————————————————— WRVRQARPAHAHRP-RLPLPPPTISQRWRWRCAGRLGV
MLARRRFLOFSGAAVASSLALPLLARAAGKATANAPTDAAITAASDFAALEKACAGRLGV
MLARRRFLOQFSGAAVASSLALPLLARAAGKTAASAPTDAALTAATDFAALEKAVRGREGV
MLARRRVLQFSGAAVASSLALPLLARAAGKTTASAPTDAALTAATDFATLEKACAGRLGV

** * K

TVLNTGNGRRIGGHRQDERFPMCSTFKSMLVAHVLSLADAGRVSLDTRVPIAGKDLLSYA
TVLNTGNGRRIGGHRQDERFPMCSTFKSMLVAHVLSLADAGRVSLDTRVPIAGKDLQSYA
TLLDTASGRRL-GHRQDERFPMCSTFKSMLAATVLSQAERMPALLDRRVPVRDADLLTHA
TLLDTASGRRI-GHRQDERFPMCSTFKSMLAATVLSQAERMPALLDRRVPVGEADLLSHA
TLLDTASGRRI-GHRQDERFPMCSTFKSVLAATVLSQAERQPALLDTRVPVRDADLLSHA
TLLDTASGRRI-GHRQDERFPMCSTFKSVLAATVLSQAERRPALLDTRVPVRDADLLSHA

Kk ek ok KKKk . KAk AkAkhkkAkk khkkhkhkhkk hkhkk,ek k Kk *kk Ko * Kk Kk Kk . * K . ok

PVARRHVGKDLTVRDLCRGTLTTSDNTAANLLLEVVGGPSALTAFLRGQGDSITRNDRNE
PVARRHVGKDLTVRDLCRGTLTTSDNTAANLLLEVVGGPSALTAFLRGQGDSVTRNDRNE
PVTRRHAGKDMTVRDLCRATIITSDNTAANLLFGVVGGPPAVTAFLRTSGDAVSRSDRLE
PVTRRHAGKDMTVRDLCRATIITSDNTAANLLFGVVGGPPAVTAFLRASGDTVSRSDRLE
PVTRRHAGKDMTVRDLCRATIITSDNTAANLLFGVVGGPPAVTAFLRSIGDAVSRTDRLE
PVTRRHAGKDMTVRDLCRATIITSDNTAANLLFGVVGGPPAVTAFLRTSGDAVSRSDRLE

kK ekkk K hkkekkhkhkkhkkhkkk Ko kkhkkkKkKhkKk Kk kK o kKhkkhkk ke kkkkKk KKk e o ek kK Kk

PDVNLFAKGDPRDTTSPAAMATSLARFAVGNGLQPASRRQFADWLIDNQTGDACLRAGLG
PDVNLFAKGDPRDTTSPAAMATSLARFAVGNGLQPASRQOFADWLIDNQTGDACLRAGLG
PELNSFAEGDPRDTTTPAAMAATLQRVVLGDVLQPASRQQLSDWLIDNETGDACLRAGLG
PELNSFAKGDPRDTTTPAAMAATLQRVVLGEVLQPASRQOLADWLIDNETGDACLRAGLG
PELNSFAKGDPRDTTTPAAMAATLORVVLGEVLQLASRQQLADWLIDNETGDACLRAGLG

PELNSFAKGDPRDTTTPGAMAATLQRVVLGEVLQPASRQQOLADWLIDNETGDACLRAGLG
Kook Kk akkKkAAK ok Khko ok K ske Ak KAk eks o kkARKK KKK AR KKK KKK

KRWRVGDKTGSNGDDTRNDIAVLWPHAGGTAWVVTAYLQGASVDDDQ-RAAVLQVGRIAD
KRWRVGDKTGSNGDDTRNDIAVLWPHAGGAAWWSPPICRARRSMTTSAQRCLHGRG-———
KRWRVGDKTGSNGEDARNDIAVLWPLSGGAPWVLTAYLQAGAISNEQRAG-—————-—-—-——
KRWRVGDKTGSNGEDARNDIAVLWPVAGGAPWVLTAYLQAGAISYEQRASVLAQVGRIAD
KLWRVRDKTGSNGEDARNDIAVLWPVAGGAPWVLTAYLQAGAISYEQRATVLAQVGRIAD
KRWRVGDKTGSNGEDARNDIAVLWPVAGGAPWVLTAYLQAGAISYEQRATVLAQVGRIAD

koK kk kxkkkhkk ek skhkxkkkhkhkx Lokk. K

RMIG

Figura 14. Alineamiento de las secuencias de aminoé&cidos de L2a, L2b, L2c, L2d, L2-
StN1 y L2-StN36. En amarillo se muestran los motivos: STXK, SDN y KTG. En gris se
resaltan los aminoacidos conservados dentro el lazo Q: RXEXXXN. En rojo se muestran los
residuos que forman parte del sitio activo y en azul los importantes para el mantenimiento

de la estructura del sitio catalitico: Asn-136, Arg-164, Asp-179.
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Tabla 19. Andlisis de las secuencias de aminoacidos de L2 de StN1 y StN36.

Nuevo )

StN1 ) (+) +) (+) ninguno 86% con L2b
alelo
Nuevo )

StN36 ol +) (+) +) (+) ninguno 90% con L2d
alelo

7.7 Amplificacidén de genes de resistencia para quinolonas (Smaqnr)

Nueve de las 11 cepas resistentes a LVX portan Smanr. En la figura 15 se visualizan
los productos obtenidos de la amplificacion de Smanr (561 pb) de algunas cepas de

estudio.

1200ph----=---------
1000pb----

700pb----
500pb----

Figura 15. Amplificaciéon del gen Smqnr. Carril(C) 1: marcador de peso molecular, C 2:
blanco, C 3: StN08, C 4: StN09, C 5: StN13, C 6: StN14, C 7: StN18. Las flechas rojas indican
el producto esperado.
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El gen Smqgnr de la cepa StN9 se purificé y se mando a secuenciar. Tras la obtencion

de la secuencia de nucleétidos, se realiz6 la traduccion a aminoacidos obteniendo la

siguiente secuencia:

LTATEFINCSFYDADSRAGCRFNGATLKEASFRSCDISMCHFNFIKALGLEISE
CRAQGADFSSASFMNQITTRSWFCSAFIKKSNLRYANFSRVTLEKCELWENR
WDGANVSGASFAGSDLSGGQFEGIDWNSANFTDCDL TNSELGELDLRSTNL
RGATLDVQQVAL

Se identifico un cambio en la secuencia de aminoécidos con respecto a SmQnr21,

(W/G) y un porcentaje de identidad del 99%. El alineamiento de la secuencia de

aminoacidos de SmQnr de la cepa StN9 y SmQnr-21 se observa en la siguiente

imagen (figura 16):

SmQnr-StN9
SmQnr21

SmOnr-StN9
SmQnrz2l

SmOnr-StN9
SmQnrz21l

SmOQnr-StN9
SmOnr2l

——————————————————————————————————————— LTATEFINCSFYDADSRAGCR

MESLMSPTVHRKLRIGADQY TGOQEKVVDQOFHECDFSGADLTATEFINCSFYDADSRAGCR
Fe e ke ok o ok ok ok ok ok ok ok e ok ok ok

FNGATLKEASFRSCDISMCHFNFIKALGLEISECRAQGADFSSASFMNQITTRSWECSAF
FNGATLKEASFRSCDISMCHFNFIKALGLEISECRAQGADFSSASFMNQITTRSGFCSAF

dkkhkkk bk bkhkhkdkdbhbdkdbbdbkbd bbbk bkdddddbddhkbbdkdddddddddhbddbkddkdbdd dkkkk

IKKSNLRYANFSRVTLEKCELWENRWDGANVSGASFAGSDLSGGQFEGIDWNSANFTDCD
IKKSNLRYANFSRVTLEKCELWENRWDGANVSGASFAGSDLSGGQFEGIDWNSANFTDCD

dhkkhkdhkkhkkhhbhbhdbddbhbbbbkhddbdbdbddbdbbbbbdhbdbddbddbbhdbbhbhbddddbddhbhd

LTNSELGELDLRSTNLRGATLDVQOVAL----—-—-—--
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Figura 16. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de SmQnr de la cepa StN9
y SmQnr21. En amarillo se muestran los cambios entre las secuencias.

- 45 -



7.8 Busqueda de genes de resistencia a sulfamidas

Las cinco cepas resistentes a SXT no amplificaron sul3.

7.9 Amplificacion de genes conservados en los integrones clase |

Ninguna de las cepas resistentes a SXT (n=5) amplificaron sull, ni los genes Intll y
gacEA1.

7.10 Genotipificacién

Se seleccionaron seis aislados; entre ellos uno que porta L1 y L2 (StN1), tres que
solo portan blari (StN20, StN33 y StN38) y dos que no portan las B-lactamasas L1y
L2 (StN13 y StN46) con propésito confirmar la especie, ya que como se sabe no
todas las cepas de S. maltophilia portan blaL1 y blar2. Para lo cual, se realizé la
amplificacion y secuenciacién de rpoA con el que se corroboré la especie y se
construyé un arbol filogenético utilizando el software MEGA 6.0. En la figura 17, se
observan los seis aislados y su relacién filogenética con respecto a otras bacterias
del genero Stenotrophomonas.
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Figura 17. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen rpoA de las especies
de Stenotrophomonas. El arbol fue obtenido usando el método Neighbor-Joining con el
programa MEGA 6, se utilizaron 1000 bootstraps y Pseudomonas putida como out-group.
Las cepas de estudio estan marcadas con 8. Los nombres de las cepas y (nimero de
acceso en GenBank) son los siguientes: S. maltophilia D457 (NC_017671.1), S. maltophilia
Jv3 (NC_015947.1), S. maltophilia K279a (AM743169.1), S. acidaminiphila
ZAC14D2_NAIMI4_2 (CP012900.1), S. maltophilia R551-3 (CP001111.1), S. maltophilia
13637(CP008838.1), S. dokdonensis (CIP108839), S. koreensis DSMZ17805
(EU159014.1), S. nitritireducens LMG 22074 (EU159013.1), S. acidaminiphila LMG 22073
(EU159012.1), P. putida strain NCIB 9816-4 (AF506984.1).

En la tabla 20 se resumen las caracteristicas de las cepas de estudio asi como los
diferentes mecanismos de resistencia que presentan.
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Tabla 20. Resumen de las caracteristicas de las cepas de estudio y sus mecanismos de resistencia.

stn1 | 1glidograso CX 64 | >128 128 4 | 38 | 24 bla,;-CAO blacz, blav, | g 4 1ophilia
de pierna
StN10 LDP MI 32 | >128  >128 4 38 | 16 bla;-CAO blaz, blas | amplificado
ampR-bla,
S. HX. -
StN12 Abdominal OH 64 | >128 | 64 4 20 8 rTonB- bla.;-CAO bla.1 amplificado
StN13 Sbrcla)r(ﬁa?n Mi 64 | >128 | 32 8 76 8 No amplifico S. maltophilia
StN15 LDP Mi >256 | >128 | 128 6 60 16 rTonB-bla ;-CAO bla.2, blai1 amplificado
StN16 LDP uCl 128 | >128 | >128 4 60 8 rTonB- bla.1-CAO blai1 amplificado
bla.:-CAO o
StN17 S. vulvar ucCl 8 >128 | >128 4 60 16 ampR-blacs bla.,, blai1 amplificado
stnig | S HX. QX.de ucl 256 | >128  >128 64 76 | 32 rTonB-bla ;-CAO blacz, blaly amplificado
gastrostomia Smanr
StN19 S. de . U 128 | >128 | 64 6 38 8 rTonB-bla :-CAO blai1 amplificado
traqueotomia
StN20 LDP Mi 128 | >128 | >128 6 38 8 rTonB-bla ;-CAO bla.1 S. maltophilia
Lesiones bla.;-CAO -
StN21 orales OH 64 | >128 | >128 4 20 16 ampR-blacs blaio, blacy amplificado
StN22 LDP U 128 | >128 | >128 4 38 8 rTonB-bla :-CAO blaiz, blacy amplificado
StN23 LDP MI 64 | >128 @ 128 2 38 16 rTonB-bla :-CAO bla., blai1 amplificado

-48 -



S. HX. b|a|_1-CAO .
StN25 Abdominal CX 64 | >128 128 2 38 16 1 ampR- blas bla.2, blai1 amplificado
S. HX. bla.:-CAO e
StN28 Abdominal CX 128 | >128 | 128 2 38 8 1 ampR- blas bla.,, blai1 amplificado
StN29 LDP Ml 128 | >128 | >128 2 20 8 1 rTonB- bla ;-CAO bla.2, blai1 amplificado
S. HX. en -
StN31 Sacro OH 256 | >128 | >128 4 38 16 1 bla ;-CAO bla.2, blai1 amplificado
S. HX. en -
StN33 Sacro OH 256 | >128 | >128 4 60 24 1 rTonB- bla.;-CAO bla.1 S. maltophilia
StN35 LDP Ml | 256 >128 >128 8 38 | 8 1 bla1-CAO b";ﬁqbr']";‘“ amplificado
StN36 LDP MI 256 | >128 128 16 60 | 8 1 bla;-CAOQ blacz, bla, 1 5 ificado
ampR- bla.» Smanr
StN37 LDP U 64 | >128 64 16 38 16 1 | '1onB-blau-CAO | blag blan | u6eaqg
ampR- bla., Smagnr
StN38 LDP M 256 | >128 >128 8 20 8 1 rTonB- bla.;-CAO S?La(;;\r S. maltophilia
StN41 LDP Ml 128 | 128 | 128 6 38 8 2 rTonB- blaii-CAO | blaw, blai amplificado
StN45 LDP MI >256 | 128 | 128 | 32 | 38 | 16 = 4 | rTonB- blau-CAO b'gﬁgﬁ“ amplificado
stngg O HX.de Ucl | 16 | >128 | 128 6 | 152 16 2 No amplifico S. maltophilia
cabeza

LDP: Liquido de dialisis peritoneal, CMI: Concentracion minima inhibitoria, U: Urologia, CX: Cirugia, UCI: Unidad de Cuidados Intensivos, OH:

Oncohematogia, MI: Medicina Interna, S: Secrecion, S. HX.: Secrecion de herida, S. HX. QX.: Secrecion de herida quirargica. CAZ: ceftazidima, IMP:

imipenem, MEM: meropenem, LVX: Levofloxacino, C: cloranfenicol, MIN: minociclina, STX: trimetoprima-sulfametoxazol.
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8. DISCUSION

Stenotrophomonas maltophilia es una bacteria que se ha convertido en una amenaza
a nivel hospitalario para la salud y su tasa de aislamiento esta aumentando (Senol,
2004; Nayyar et al., 2017). Actualmente es el tercer patdgeno nosocomial mas
comun de las bacterias gramnegativas no fermentadoras, después de P. aeruginosa
y A. baumannii (Abbott et al., 2011). Se recibieron 45 cepas de S. maltophilia en su
mayoria aisladas de liquido de dialisis peritoneal, no coincidiendo con los reportes a
nivel mundial, donde la bacteria se asocia a infecciones de tracto respiratorio
provocando neumonias y bacteremias (Garcia & Costa, 2008). Estos resultados se
justifican porque el LMHC-CICM recibe del HNP aislados procedentes de muestras

de secreciones y no todos los tipos de muestras, lo cual puede mostrar este sesgo.

El uso de ceftazidima contra S. maltophilia es limitado y los porcentajes de
resistencia de las cepas de esta bacteria al antibiético varia. Estudios realizados
durante 2009-2012 han mostrado tasas de resistencia mayores al 30% (30.5-36.8%)
para este antibiético (Chang et al., 2015). En el presente trabajo, la tasa de
resistencia a CAZ fue 92%, que es mayor al 41.2% y 52.3% reportado en otros

estudios realizados en nuestro pais (Flores-Trevifio et al., 2014; Herrera et al., 2017).

El 16% de las cepas fueron resistentes a trimetoprima-sulfametoxazol (SXT) y el 34%
a levofloxacino (LVX), ambos farmacos son los mas usados para tratar infecciones
por esta bacteria. En contraste con nuestros resultados Church et al., 2012
reportaron niveles similares de resistencia a trimetoprima-sulfametoxazol (17%) y el
26% fue resistente a levofloxacino. Otros porcentajes de resistencia para SXT, en
diferentes regiones del mundo son: 18% en Japon, 8% en la region Asia-Pacifico,
10% en Europa,15% en Turquia, mientras que en Taiwan 25% y en Espafia 27%
(Looney et al., 2009). El aumento de las tasas de resistencia a SXT y LVX, es
alarmante y un problema de preocupacion cientifica. En este hospital las cepas
resistentes a LVX se obtuvieron durante los aflos mas recientes y las cepas

resistentes a SXT fueron recolectadas durante todo el periodo de estudio, por lo que,
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se debe cuidar el uso de ambos antibiéticos y emplear tratamientos combinados
usando otras quinolonas; como moxifloxacino, que tiene un buen efecto

antibacteriano contra S. maltophilia (Jia et al., 2015).

La minociclina ha mostrado buena actividad contra S. maltophilia en diversas
regiones del mundo; el programa SENTRY reporta un porcentaje de sensibilidad a
este antibidtico de mas de 99% en aislados de S. maltophilia de pacientes con
neumonia en hospitales de Estados Unidos de América, Europa y la Region
Mediterrdnea en 2009-2012 (Sader et al., 2014). En el presente estudio todas las
cepas fueron sensibles a minociclina. Sin embargo, el uso de este antibidtico es
limitado ya que puede ocasionar tincion de los dientes e hipoplasia del esmalte y en
los nifios puede producir hipertension intracraneal y retraso del crecimiento, por lo
que se emplea exclusivamente cuando no existe alternativa terapéutica (Moraga et
al., 2014).

En trabajos previos el porcentaje de susceptibilidad de S. maltophilia frente a
cloranfenicol fue de 11,5% al 81,4% (Herrera et al., 2017; Sader et al., 2014) y en
éste estudio el 9% de los aislados de S. maltophilia fueron resistentes a este
antibiético. Aunque, debido a que cloranfenicol es muy toxico se recomienda
reservarlo para las infecciones producidas por microorganismos sensibles cuando

no haya otra opcion de tratamiento (Moraga et al., 2014).

S. maltophilia es resistente a los antibiéticos carbapenémicos debido a la presencia
de la MBL cromosomica e inducible L1, codificada por el gen blaLi. Este gen estuvo
presente en el 76% de 25 cepas, utilizando los oligonucleétidos L1-F/L1-R. Sin
embargo, cuando se amplificé el mapa gendémico de L1, 14 cepas presentan rTonB-
blaL1-CAO, nueve solo blari-CAO y dos no portan L1. Por lo tanto, el 95% de las
cepas portan blaLi, este porcentaje es mayor al reportado en México (77%) (Flores-
Trevifio et al., 2014) y Japon (21%) (Yang et al., 2014) en aislados clinicos de S.
maltophilia. Por lo que la identificacion de blaL1 es complicada, ya que este gen es
muy variable, como encontramos en este estudio, por esa razon es que los

oligonucledtidos L1-F/L1-R no fueron utiles para detectar L1 en algunas cepas de
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este trabajo. Ademas, los genes que flanquean a blaL1 pueden ser variables. Por otro
lado, en este trabajo se encontraron cepas con el mapa gendmico de blari; blaci-
CAOQ, lo que indica que rTonB tiene variaciones o no estd en nuestras cepas.
También, no existen muchos estudios respecto al mapa genémico de blaLi, ya que
en el GenBank solo se han reportado las secuencias nucleotidicas del mapa
gendmico de cuatro cepas. En este contexto, es probable que las cepas que no
amplificaron L1, con ninguno de los juegos de oligonucleotidos empleados: StN13 y
StN46, presenten un mapa gendomico diferente para L1 y por este motivo los
oligonucledtidos disefiados en este trabajo no fueron utiles para detectar blaci, por lo
tanto, se sugiere secuenciar el genoma de StN13 o StN46, para confirmar la

presencia de L1.

El gen blaL2 estuvo presente en el 72% de las cepas, que es mayor al 67% detectado
en otro estudio realizado en nuestro pais por Flores Trevifio et al., 2014. EI mapa
genémico de L2: ampR-blai2, fue identificado en 2008, en el genoma de S.
maltophilia K279a (Okazaki & Avison, 2008). Por su parte, Chang et al., 2010
reportaron las secuencias de ampR-blaL2 de 16 aislados clinicos. En este trabajo de
18 cepas portadoras de L2 solo siete tienen el mapa gendmico ampR- blacz. Por lo
que es probable que ampR en nuestras cepas sea variable con respecto a los
reportados en otros trabajos (Chang et al., 2010; Crossman et al., 2008) o que no se

encuentre rio arriba de blaL2 y por este motivo no se pudo amplificar en este estudio.

Es interesante mencionar que las cepas StN13 y StN14, no amplificaron las [3-
lactamasas L1y L2; sin embargo, son resistentes a IMP y MEM. Lo que nos llevo a
buscar otras [B-lactamasas involucradas en la resistencia a los antibi6ticos
carbapenémicos como blanpwm, blave, blaviv y blakec, obteniéndose como resultado
que las dos cepas no son portadoras de las variantes de las -lactamasas buscadas
en este estudio. Estos resultados se explican porque la distribucién de estas -
lactamasas en aislados clinicos de S. maltophilia es muy baja. Un estudio (Yang et
al., 2014), encontré que la cepa con denominacion S. maltophilia DCPS-01 contenia
blanom-1, ademas de L1 y L2, y que era resistente a todos los B-lactdmicos y sensible

a colistina y a las fluoroquinolonas. Otro trabajo realizado en Taiwan, identificé un
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aislado que porta blars (Liaw et al., 2010). Y no existen reportes de cepas de S.

maltophilia que porten VIM y KPC.

Por otra parte se sabe que la MBL L1 es una enzima que pertenece a la subclase B3
y muestra dos motivo de unién a Zn?*; el Zinc1 esta tetraédricamente coordinado por
His/GIn116, His118 y His196 y una molécula de agua o un hidréxido (OH"), el Zinc2
tiene una esfera de coordinacién trigonal-piramidal, es un sitio DHH: Asp120, His121
y His263 y una molécula de agua (Jeon et al., 2015; Moran-Batrrio et al., 2016). Una
tercera molécula de agua participa como ligando, dando lugar a una esfera de
coordinacion piramidal cuadrada de Zn?*, arquitectura de sitio metalico de L1 (Ullah
et al., 1998). Ademas del motivo de unioén a zinc, el sitio activo de L1 esta rodeado
en la parte superior por un bolsillo hidréfobo formado por los residuos: Trp38, Tyr33,
lle162, Phel56 y Pro227 y la parte inferior por una region hidroéfila: Ser225 (Nauton
et al., 2008). En este contexto, se buscaron los residuos de los aminoacidos que
forman parte del sitio activo de L1 en las 11 cepas secuenciadas, puesto que las
mutaciones en este sitio podrian provocar cambios en la actividad catalitica, y se
observé que todas las cepas conservan el motivo de unién a zinc, aunque de las
cepas StN18, StN29 y StN38 no fue posible secuenciar el ultimo fragmento que
corresponderia al residuo 263, por lo que queda por completar las secuencias. Si
bien con las secuencias de aminoacidos obtenidas ninguna cepa presento cambios
en los otros seis residuos que forman parte del sitio activo reportado (Nauton et al.,
2008), en casi de la mitad de las cepas (StN1, StN10, StN17, StN21 y StN25) no fue
posible secuenciar la primera quinta parte de la enzima (ver figura 10). Entonces, el
analisis del sitio activo de L1 de nuestras cepas no esta completo, por tanto, se

sugiere completar las secuencias de la enzima, para su estudio.

S. maltophilia produce una MBL inducible con actividad carbapenemasa (L1) que le
confiere altos niveles de resistencia a IMP y en menor medida a MEM (Howe et al.,
1997; Valdezate et al., 2001). Curiosamente, las 11 cepas que seleccionamos para
el estudio de L1 presentaron CMI diferentes para MEM (tabla 16). Esto podria indicar
que el nivel de resistencia no depende sélo de la presencia del gen blar, sino de la

variabilidad de la enzima L1, por lo que la estudiamos. L1 est4 formada por 290
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aminoacidos y se han reportado varios alelos de esta enzima que tienen del 3% a
21% de heterogeneidad entre las secuencias de aminoacidos, esta divergencia es
Gnica en esta familia de enzimas, puesto que no se ha demostrado que otros tipos
de B-lactamasas cromosdémicas, tengan tal heterogeneidad dentro de la misma
especie de bacteria (Sanschagrin et al., 1998; Avison et al., 2001 ). Se reporté que
L1 de las cepas S. maltophilia 1ID1275 (L1a) y S. maltophilia GN12873 (L1b)
presentaron de 12 a 14% heterogeneidad entre las secuencias de nucleétidos y las
comparaciones entre las secuencias de aminoacidos mostré 33 cambios (Walsh et
al., 1994; Sanschagrin et al., 1998). Tres secuencias distintas se recuperaron tras
secuenciar L1 a partir de aislados clinicos de S. maltophilia; K279a (L1c), J675a
(L1d) y N531 (L1e). Las proteinas L1c, L1d y L1e son 11, 8 y 19% divergentes de
L1la, respectivamente (Avison et al., 2001). Otros estudios (Hu et al., 2008; Mercuri
et al., 2002), han reportado diferentes alelos de L1 resaltando la heterogeneidad
alélica de esta MBL, no obstante, no se ha determinado a que variante corresponden.
En nuestro trabajo, luego de analizar L1 de la cepa StN12, esta resulto ser 100%
idéntica al alelo L1c previamente descrito en S. maltophilia K279a (Avison et al.,
2001) y el resto de las cepas portan nuevos alelos, en los que se observaron varias
diferencias de aminoacidos no conservados con respecto a L1a, L1b, L1c, L1dy L1le

(ver figura 10).

Estas nuevas variantes de L1 pueden ser las responsables de los altos niveles de
resistencia a MEM. Por lo que, se propone realizar la descripcidn funcional de estas
proteinas o bien efectuar doking molecular (Bush & Jacoby, 2010; Elokely &
Doerksen, 2013), para analizar si cambios en los residuos de aminoacidos que se
encuentran cerca del sitio activo (loops 1y 2) afectan el acoplamiento del sustrato y
por lo tanto aumenta su actividad hidrolitica a MEM. Por otro lado, la sobreexpresion
de las bombas de expulsibn SmeABC y SmeDEF desempefian un papel importante
en la resistencia de S. maltophilia a meropenem (Chang et al., 2004) y podria ser la

causa de las altas CMI a MEM observadas en la mayoria de las cepas.

La determinacion del sitio activo de L1 (Jeon et al., 2015; Nauton et al., 2008) ha

llevado a la identificacion de residuos clave implicados en la unién del sustrato y la
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hidrolisis de los antibidticos B-lactamicos (carbapenémicos). Sin embargo, es
probable que cambios en los residuos adyacentes a estos aminoacidos distorsionen
su orientacion y afecten la actividad de la enzima o no se observen modificaciones,
ya que se ha reportado que mutaciones en el loop2 de las B-lactamasas subclase
B3, aumentan o disminuyen su afinidad por el sustrato, por ejemplo: GIn157 ocasiona
una conformacioén estructural diferente en el loop2 de SMB-1 con respecto a AIM-1,
L1, FEZ-1 y BJP-1 y aumenta cuatro veces la CMI a IMP y CAZ (Wachino et al.,
2013). Por esta razon, se realizé el modelaje de L1 de las cepas StN12 (L1c), StN19
y StN37, las cuales presentan; las mismas CMI para los carbapenémicos, L1 de
StN19 y StN37 tienen 37 y 32 cambios, respectivamente con respecto L1c. No
obstante, en el modelaje no se observan cambios a nivel estructural (loops 1y 2),

ver figura 13.

Las cepas StN1 y StN36 fueron seleccionadas para estudiar L2, por lo interesante
de sus CMI a CAZ; sin embargo, no se obtuvieron las secuencias de aminoacidos
correspondientes a los extremos N-terminal y C-terminal. La B-lactamasa L2 esta
formada por 303 aminoécidos, esta familia de enzimas presenta una identidad del
68% a 99% (Hu et al., 2009). La primera L2 (L2a) fue descrita en Reino Unido (Walsh
et al., 1997). Luego, un trabajo, reporto tres secuencias distintas de L2, a partir de
tres aislados de S. maltophilia; K279a, J675a, y N531, nombradas; L2b, L2c, y L2d,
respectivamente. Las enzimas L2b, L2c y L2d son 93, 95 y 68% idénticas a L2a,
respectivamente (Avison et al.,, 2001). Posteriormente, otros estudios reportaron
diferentes alelos que muestran un porcentaje de divergencia del 30 al 32%(Chang et
al., 2010; Hu et al., 2009). En nuestro estudio, luego de realizar el analisis de las
secuencias de aminoacidos, se determind que StN1 y StN36 portan nuevos alelos
de L2. Estos alelos presentaron 63% de identidad entre ellos y mas de 60% de
identidad con respecto a L2a, L2b, L2c y L2d.

El aminoacido Ser70 es el residuo catalitico primario de las B-lactamasas de clase
A, no obstante, se han identificado otros residuos que son cataliticamente
importantes: Lys73, Glul66, Serl30, Lys234 (residuos cataliticos secundarios) y

Asnl136, Argl64, Aspl79 son otros residuos importantes para el mantenimiento de
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la estructura del sitio activo (Verma et al., 2013). Estos residuos fueron localizados
en las secuencias L2 de StN1 y StN36. En cuanto a la busqueda de los elementos
caracteristicos de las p-lactamasas de clase A, los motivos: STXK (aa: 83-86), SDN
(aa:143-145) y KTG (aa: 247-249), incluidos los residuos de aminoacidos
conservados en el loop Q (aa: 164-170: RXEXXXN), fueron identificados en las
secuencias de aminoacidos de L2 de StN1y StN36 (ver figura 14). Lo que indica que
las enzimas que portan nuestras cepas presentarian actividad catalitica, puesto que
los residuos de aminoacidos de estos elementos, principalmente STXK y RXEXXXN,
estan involucrados en la unién del sustrato y el mecanismo catalitico (Banerjee et al.,
1998; Philippon et al., 2016). Queda por completar la secuencia de L2 de las cepas
StN1 y StN36 y realizar su caracterizacion bioquimica, para relacionarlo con la gran
diferencia en la CMI a CAZ. Sin embargo, L1 también estd involucrada en la
resistencia a este antibiotico (Ullah et al., 1998), de manera que, seria interesante
estudiar L1 de la cepa StN36. Ademas, la sobreexpresion de SmeABC y SmeDEF
se han asociado con la resistencia a CAZ (Liaw et al., 2010; Herrera et al., 2017).
Por lo que es probable que la produccion de las B-lactamasas L1y L2, asi como la
sobreexpresion de SmeABC y/o SmeDEF sean los mecanismos responsables de
que StN36 presente una alta CMI a CAZ (CMI= 256ug/mL).

Con respecto a los mecanismos de resistencia a quinolonas, desde el
descubrimiento los genes gnr, en el plasmido pMG252 de 180Kb de un aislado clinico
de K. pneumoniae en 1994, éstos fueron considerados como determinantes
plasmidicos de resistencia a quinolonas importantes (Martinez-Martinez et al., 2008).
No obstante, también se han descrito en el cromosoma de diferentes bacterias como:
E. faecalis y S. maltophilia (Sanchez et al., 2008). Las quinolonas son el segundo
grupo de antibiéticos utilizados en la practica clinica y la presencia de resistencia
cromosdmica limita atn mas el tratamiento en infecciones con este tipo de cepas. El
gen Smgnr codificado por S. maltophilia confiere baja resistencia a las
fluoroquinolonas (Sanchez & Martinez, 2010) y hasta el momento se han reportado
58 variantes en el GenBank. Los genes Smqgnr han sido estudiados por varios
investigadores, reportando, que entre el 47-70% de los aislado clinicos porta Smqgnr,
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en Japon (Kanamori et al.,, 2015) y 25% en China (Jia et al., 2015), por lo que
buscamos estos genes en las 11 cepas resistentes a LVX, encontrando: nueve cepas
portadoras de Smqnr. Es muy probable que las otras dos cepas porten otros
mecanismos de resistencia a LVX, como, la sobreexpresion de las bombas de
expulsion; en particular, SmeDEF que se ha relacionado con la resistencia a este
antibiotico (Chong et al., 2016) y SmeABC (Sanchez & Martinez, 2015). Por otro
lado, el SmQnr que porta la cepa StN9 tiene un 99% de identidad con SmQnr21,
descrito en Londres (Gordon & Wareham, 2010). Sin embargo, queda por secuenciar

el gen completo, determinar la variante y su actividad frente a LVX.

Los genes sul, codifican para diferentes variantes de la enzima dihidrofolato sintasa
y han sido relacionados con la resistencia a la sulfamidas (Hu et al., 2011). Varios
estudios realizados en aislamientos de S. maltophilia han demostrado que sull,
asociado con integrones de clase 1, es el principal mecanismo de resistencia a SXT
(Zhao et al., 2017; Chung et al., 2015; Kaur et al., 2015; Tanimoto, 2013; Neela et
al., 2012; Chang et al., 2007; Toleman et al., 2007), debido a esto, se decidi6 estudiar
los integrones clasel, ya que son estructuras que capturan y acarrean diversos
genes de resistencia, principalmente resistencia a antimicrobianos (Yauri et al.,
2016); obteniéndose como resultado que las cepas resistentes a SXT no portan sull,
asi como el gen de la integrasa de clase 1 y gacEA1. sul3 ha sido encontrado
mayormente en integrones de Enterobacterias, como Escherichia coli y Salmonella
(Jiang et al., 2017); sin embargo, recientemente un grupo de investigadores informo
la presencia de este gen en 12 aislados de S. maltophilia resistentes a SXT (Malekan
et al., 2017) y en este estudio estuvo ausente. Algunos estudios han indicado que
sul2 puede mediar resistencia a SXT en S. maltophilia (Zhao et al., 2017; Kaur et al.,
2015; Hu et al., 2011), por lo que se recomienda buscarlo en proximos estudios. Por
otra parte, se ha informado que los genes dfrA dan lugar a un alto nivel de resistencia
a SXT en aislados de S. maltophilia (Hu et al., 2016; Hu et al., 2011) y probablemente

sean la causa de las altas CMI observadas en algunas cepas.

La sobreexpresion de la bomba de expulsion SmeDEF contribuye a la resistencia a
SXT en S. maltophilia (Sanchez & Martinez, 2015). La bomba de expulsion SmeYZ
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(Lin et al., 2015) y la porina TolCsm asociada con SmeQO y SmeP, podrian coadyuvar
con el fenotipo de resistencia a SXT(Sanchez, 2015). Por lo que, se sugiere estudiar
estas bombas y buscar los genes dfrA y sul2, para conocer los mecanismos
asociados con la resistencia a SXT en las infecciones por S. maltophilia en el HNP.

En resumen, S. maltophilia es un patégeno nosocomial emergente con resistencia
intrinseca a muchos agentes antimicrobianos. Este estudio evidencia la diversidad
del mapa gendmico de blaw1 y blaiz y su elevada divergencia, esta puede ser la
responsable de los altos niveles de resistencia a CAZ y MEM. Se muestra que el
tratamiento més adecuado de las infecciones ocasionadas por S. maltophilia en este
hospital es SXT. Por lo tanto, este tipo de estudios se deben llevar a cabo para
conocer el tipo de bacterias circulantes en cada hospital, poder establecer mejores
estrategias de tratamiento para infecciones por S. maltophilia en las distintas

poblaciones de pacientes y contribuir con las estadisticas mundiales.
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9. CONCLUSIONES

El 16% de las cepas fue resistente a trimetoprima-sulfametoxazol (SXT) y el
34% a levofloxacino (LVX).

Mas del 90% de las cepas es resistente a ceftazidima.

El 95% de las cepas porta blaL1 y el 72% bla.z.

El 64% de las cepas presenta el mapa genémico de blari: rTonB-blaLi-CAO.
Las cepas StN13 y StN46 no portan blac1 y blacz ni las B-lactamasas: IMP,
VIM, NDM y KPC-2.

Se confirmd la gran variabilidad de L1 y L2, se detectaron nuevos alelos de
ambas B-lactamasas y se describieron dos nuevos alelos L1 (L1-StN19 y L1-
StN37).

Nueve de las 11 cepas resistentes a LVX portan Smqnr.

Las cepas resistentes a SXT no portan integrones clase | y sul3.

Las cepas seleccionadas para genotipificacion corresponden a S. maltophilia.
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10.PERSPECTIVAS

Clonar los dos nuevos alelos L1 de las cepas StN19 y StN37 para saber su

espectro de hidrdlisis y realizar la caracterizacién enzimatica.

Secuenciar otras cepas que amplificaron rTonB-blaL1-CAO, ya que pudiera
haber otras variantes nuevas de L1.

Examinar si otras B-lactamasas como: SPM y OXA, estan presentes en las

cepas resistentes a IMP y MEM y que no portan blai1 y blacs.

Realizar estudios de sobreexpresion de bombas (SmeDEF y SmeABC) y
deteccion de genes gnr plasmidicos, en las cepas con resistencia a LVX, para

identificar el mecanismo involucrado en este fenotipo.

Efectuar la amplificacién de sul2 y dfrA en las cepas resistentes a SXT.

Realizar la busqueda de otros mecanismos de resistencia que puedan

explicar la resistencia a SXT.
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ANEXOS

Anexo 1. Alineamiento de L1a, L1b, L1c, L1d, L1e y L1 de las cepas StN19 y
StN37.

Lle MRSTLLAFALSSLALAATLEFTFDGAAADASLPQLOAYTVDPSWLQTMAPLQIADHTWQIG
L1-StN19 MRSSLLALTL----- AAALPAAYAVAAETPLPQLRAYTVDASWLQPMAPLQIADHTWQIG
Llb MRFTLLAFAL-—-——-— AVALPAAHASAAEAPLPQLRAYTVDASWLOPMAPLQVADHTWQIG
Llc MRFTLLAFAL-—-—-—-— AVALPAVHASAAEAPLPQLRAYTVDASWLOPMAPLQVADHTWQIG
L1-StN37 MRESLLAVTL-—-—--— AAVLPVAHASAAEAPLPQLRAYTVDASWLQPMAPLQIADHTWQIG
Lla MRSTLLAFAL--—-—-— AVALPAAHTSAAEVPLPQLRAYTVDASWLOPMAPLQIADHTWQIG
Lld MRSTLLAFAL--—--- AVALPIAHASGAETPLPQLRAYTVDASWLQPMAPLQIADHTWQIG

* K :***':* *.'* '*:. ****:***** * Kk kK *****:********
Lle THDLTALLVQTADGLVLIDGGMPOMASYLLTNMKARGTNTGPLRMVLLSHAHTDHAGPVA
L1-StN19 TESLTALLVQTSEGAVLLDGGMPOMAGHLLDNLKARGVAPQDLRLILLSHAHADHAGPVA
Llb TEDLTALLVQTAEGAVLLDGGMPOMAGHLLDNMKLRGVAPQDLRLILLSHAHADHAGPVA
Llc TEDLTALLVQTAEGAVLLDGGMPOMAGHLLDNMKLRGVAPQDLRLILLSHAHADHAGPVA
L1-StN37 TENLTALLVQTAEGAVLLDGGMPOMAGHLISNMKARGVAPQDLRLILLSHAHADHAGPVA
Lla TEDLTALLVQTPDGAVLLDGGMPQOMASHLLDNMKARGVTPRDLRLILLSHAHADHAGPVA
Lld TODLTALLVQTADGAVLLDGGMPOMAGHLISNMKVRGVAPQDLRLILLSHAHADHAGPVA

K KKK KKAKK sk KK kKRR KKAK ke kek Kk KK o e KKK KK e KAKK K AR
Lle EIKRRTGAQVVVNAETAVLLARGGSDDLHFGDEITFPPVNADRIVMDREVVKLGGIAFTA
L1-StN19 ELKRRTGARVVANAESAVLLARGGSDDLHFGDDITYPPASTDRIVMDGEVVTVGGIAFTA
Llb ELKRRTGAHVAANAETAVLLARGGSNDLHFGDGITYPPASADRIIMDGEVVTVGGIAFTA
Llc ELKRRTGAHVAANAETAVLLARGGSNDLHFGDGITYPPASADRIIMDGEVVTVGGIAFTA
L1-StN37 ELKRRTGAKVAANAESAVLLARGGSDDLHFGDAITYPPASADRIVMDGEVVEVGGIEFTA
Lla ELKRRTGAKVAANAESAVLLARGGSDDLHFGDGITYPPANADRIVMDGEVITVGGIVETA
Lld ELKRRTGAKVAANAESAVLLARGGSDDLHFGDGITYPPASADRIVMDGEMITVGGIAFTA

*:******:*.-***:*********:****** **:**.-:***:** *:: :*** * Kk Kk
Lle HFMPGHTPGSTAWTWTDTRDGKPVRIAYADSLSAPGYQLQOGNARYPRLVEDYRRSFATVR
L1-StN19 HFMPGHTPGSTAWTWTDTRGAKPVRIAYADSLSAPGYQLRGNVRYPRLIEDYTRSFATVR
Llb HFMPGHTPGSTAWTWTDTRDGKPVRIAYADSLSAPGYQLKGNPRYPRLIEDYKRSFATVR
Llc HFMPGHTPGSTAWTWTDTRDGKPVRIAYADSLSAPGYQLKGNPRYPRLIEDYKRSFATVR
L1-StN37 HFMPGHTPGSTAWTWSDTREGKPVRIAYADSLSAPGYQLQOGNARYPRLVDDYKRSFATVR
Lla HFMAGHTPGSTAWTWTDTRNGKPVRIAYADSLSAPGYQLQGNPRYPHLIEDYRRSFATVR
Lld HFMPGHTPGSTAWTWTDTREGKPVRIAYADSLSAPGYQLOGNPRYPHLIEDYRHSLATVR

kkk KAhkkAkhkkAkkkkhkkKk o kkk KAkXKAAkKAkAIAAAkAAAkhAAhhKkoehkk K*hkkeokeook*k ek e KKKk K

Lle GLPCDLLLTPHPGASNWNYAAGSNASEKVLSCKAYADAAEKKFDAQLAKETAGAR
L1-StN19 GLPCDLLLTPHPGASHWDYAAGSKAGAKALTCKAYADEAEKKFDAQLAKETVRAR
Llb ALPCDLLLTPHPGASNWNYAAGSKASAEALTCNAYADAAEKKEFDAQLARETAGTR
Llc ALPCDLLLTPHPGASNWNYAVGSKASAEALTCNAYADAAEKKFDAQLAKETAGAR
L1-StN37 ALPCDVLLTPHPGASNWDYASGSKASAKALTCKAYADAAEQKFDAQLAKETARAR
Lla ALPCDVLLTPHPGASNWDYAAGARAGAKALTCKAYADAAEQKFDGQLAKETAGAR
Lld ALPCDVLLTPHPGASNWDYAAGSKASAKALTCKAYADAAEQKFDAQLAKETAGAR

KAhkKhkehkkhkhAkhkhkkhAkhkokeokk Ko * . Kekekhkkhk Kkeoekhkhkk Kkhkkokk .k
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Anexo 2. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de L1 de las cepas
StN19y StN37 y L1c.

L1-StN19 MRSSLLALTLAAALPAAYAVAAETPLPQLRAYTVDASWLQPMAPLOQIADHTWQIGTESLT
L1-StN37 MRESLLAVTLAAVLPVAHASAAEAPLPQLRAYTVDASWLOPMAPLQIADHTWQIGTENLT
Llc MRETLLAFALAVALPAVHASAAEAPLPQLRAYTVDASWLQPMAPLOQVADHTWQIGTEDLT

KK KKk s kk Kk ek KKK AKKAAKRKAARKARKK KRR KKK e kXK KA XX KKK | K*k
L1-StN19 ALLVQTSEGAVLLDGGMPOMAGHLLDNLKARGVAPQDLRLILLSHAHADHAGPVAELKRR
L1-StN37 ALLVQTAEGAVLLDGGMPOMAGHLISNMKARGVAPQDLRLILLSHAHADHAGPVAELKRR
Llc ALLVQTAEGAVLLDGGMPOMAGHLLDNMKLRGVAPQDLRLILLSHAHADHAGPVAELKRR

khkhkkhkhkkoekhhkhkhhkhhkhhkhhhkhrkhkhke Kok hhhhkkrhhkrhkhkhhkhkhkhkhhkhkrhkhkkhkxkhkkxk

L1-StN19 TGARVVANAESAVLLARGGSDDLHFGDDITYPPASTDRIVMDGEVVTVGGIAFTAHFMPG
L1-StN37 TGAKVAANAESAVLLARGGSDDLHFGDAITYPPASADRIVMDGEVVEVGGIEFTAHFMPG
Llc TGAHVAANAETAVLLARGGSNDLHFGDGITYPPASADRIIMDGEVVTVGGIAFTAHFMPG

KAk ok KAkhkKkeoe Ak AAAAKAA AKX e hkAhKAk Kk *AAAAA ko khkkehkhkhkkhhk *khk*k *AhkAkkhkk%k

L1-StN19 HTPGSTAWTWTDTRGAKPVRIAYADSLSAPGYQLRGNVRYPRLIEDYTRSFATVRGLPCD
L1-StN37 HTPGSTAWTWSDTREGKPVRIAYADSLSAPGYQLOGNARYPRLVDDYKRSFATVRALPCD
Llc HTPGSTAWTWTDTRDGKPVRIAYADSLSAPGYQLKGNPRYPRLIEDYKRSFATVRALPCD

kkhkkhkkhkkhkxkk o kkx khkhkkhkrhkkhkrhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkohkkhk hhkhkkhkeookhk dhkkrkhkhkx *xk%k

L1-StN19 LLLTPHPGASHWDYAAGSKAGAKALTCKAYADEAEKKFDAQLAKETVRAR
L1-StN37 VLLTPHPGASNWDYASGSKASAKALTCKAYADAAEQKFDAQLAKETARAR
Llc LLLTPHPGASNWNYAVGSKASAEALTCNAYADAAEKKFDAQLAKETAGAR

e hhkAkAkAkAKhkhkK ek oehkkhk KAk, Keoehkhkkhkkokhkhkk k *kokkkhkhAkkhAkhkkk k%, * K

Se subrayan en amarillo los cambios que hay entre las secuencias de aminoacidos
de Llc, L1-StN19 y L1-StN37.
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