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TERMINOS Y DEFINICIONES

DNA: Acido Desoxirribonucleico
bp: Pares de bases

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa. Método utilizado para obtener copias de un
fragmento de DNA.

Tm: Temperatura de fusion. Temperatura a la que el 50% de una cadena doble de DNA se

encuentra unida a su parte contraria y el otro 50% se encuentra libre en la solucion.

Ta: Temperatura de alineamiento. Temperatura a la que los primers se unen a la cadena

molde.

Electroforesis: Técnica utilizada para separar fragmentos de DNA con base en su tamafio

mediante su exposicion a una carga eléctrica

Resistencia antimicrobiana: Mecanismo que desarrollan las bacterias que permite que

dejen de responder ante el mecanismo de accion de determinados antibioticos.
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RESUMEN

La diarrea infecciosa es una de las principales causas de mortalidad en nifios. Su
diagnostico etioldgico principalmente se realiza mediante un coprocultivo. El tratamiento
para una diarrea aguda debe comenzar a mas tardar a los 3 dias en que comienza la
presentacion de los sintomas. Los resultados de un coprocultivo suelen tardar de 2 a 3 dias,
hasta 7 dias. Debido a este tiempo de espera, es necesario desarrollar un método de
diagnostico mas eficiente y que requiera de un menor tiempo para tener resultados. Ya que
es considerado como un padecimiento comun no se cuentan con datos de morbilidad o
mortalidad; sin embargo, se encuentra dentro de las primeras 5 causas de muerte en nifios

menores de 4 afios y dentro de las primeras 10 en muertes relacionadas a adultos.

La PCR multiplex es un método de diagnostico molecular que permite conocer si una
secuencia especifica de DNA se encuentra en una muestra. De esta manera permite la
identificacion de distintos microorganismos dentro de una misma reaccion. En este caso
consiste en la amplificacion de un fragmento de DNA de un microorganismo especifico
para su identificacion mediante el uso de oligos cortos conocidos como primers, que son

complementarios a la cadena de DNA del organismo que se pretende identificar.

Por estas razones, en este proyecto se disefiaron 8 pares de primers para proponer un
diagnostico por PCR para las bacterias Shigella spp, Enterococcus spp, Salmonella spp y E.
coli, y determinar si tienen resistencia a los antimicrobianos beta-lactdmicos y quinolonas.
Se utiliz6 como control negativo un fragmento de cromosoma X de Drosophila
melanogaster y como control interno el gen 16s rRNA que se encuentra en todas las
bacterias. Con esto se pretende proponer un método de diagnostico de enterobacterias mas

rapido y econdémico.

En la base de datos de GenBank se obtuvieron y seleccionaron los genes de interés para el
diagnostico. Con las secuencias se obtuvieron los 9 pares de primers utilizando la
herramienta de Primer-BLAST que dan secuencias amplificadas de 71, 544, 132, 188, 101,



247, 448, 298, 351 y 413 pb. Para la identificacion de los organismos se utilizaron los

siguientes genes:

tuf para Enterococcus spp,

invA para Salmonella spp,

bfpA para E. coli,

Para Shigella se realiz6 una PCR duplex para la identificacion de los genes lacY e

ipaH

Con la herramienta Multiple Primer Analyzer de ThermoFisher se realiz6 un analisis
bioinformatico y se verifico que los primers no formaran dimeros, no se encontraron
homodimeros ni heterodimeros. Con la herramienta de Primer-BLAST se verifico que los
primers tuvieran un %GC y de Tm similares. Con la herramienta de BLAST se verifico que
los primers no fueran complementarios al DNA de otros organismos, encontrando que son

especificos para el organismo que se pretende identificar.

Una vez que se verifico que los primers cumplieran con las caracteristicas de especificidad,
%GC, Tm y formacién de dimeros, se realizd una electroforesis in silico de los
amplificados, de acuerdo con el tamafio esperado, con la herramienta de NEBCutter. Se
comprob6 que el tamafio de los amplificados es ideal para una identificacion correcta en un
gel de agarosa al 1% con el uso de un indicador de 100 pb. De esta manera se comprobo

que los amplificados se separaran correctamente.



INTRODUCCION

Capitulo 1. PCR

1.1 Concepto

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) es una técnica
de biologia molecular desarrollada en 1986 por el bioquimico Kary Mullis. Permite obtener
copias de un fragmento de DNA a partir de una cantidad minima de éste (Rodriguez and
Bareera 2012). Consiste en una reaccion enzimatica in vitro. Su objetivo es la amplificacion
directa de un gen o un fragmento de DNA. Para esto utiliza la enzima DNA polimerasa que
lleva a cabo el proceso de sintesis del DNA en las células de manera natural durante el
proceso de replicacion del DNA (Patel et al. 2015). Se utiliza para varios diagndsticos en el
area de la biologia molecular, el resultado se interpreta de forma positiva o negativa, para
identificar si cierta secuencia se encuentra en algin organismo (Ronai and Yakubovskaya
1995).

Se basa en el proceso de replicacion del DNA, que se lleva a cabo de manera natural en las
células. Consiste en una serie de cambios de temperatura de manera ciclica para que se
Ileve a cabo la amplificacion de un fragmento de un DNA molde (L, Ibarra, and Velasquillo
2013). El cambio de temperatura se determina mediante la composicion de nucleotidos de
los primers. Haciendo uso del conocimiento del funcionamiento de la DNA polimerasa se
determind que, para poder ejercer su accion, la DNA polimerasa requiere de un sitio al cual
anclarse para comenzar a afiadir nucleotidos para establecer el fragmento de DNA que se

quiere amplificar (Patel et al. 2015).

1.2 Componentes de la PCR
Para poder realizar una PCR son necesarios los siguientes componentes:
e DNA molde: Se refiere a la muestra de DNA de la que se pretende amplificar el
fragmento de DNA, ésta es obtenida de la muestra u organismo de interés. Sera a

partir de esta cadena de DNA que se formara el amplificado (Rahman et al. 2013).


https://es.wikipedia.org/wiki/Biolog%C3%ADa_molecular
https://es.wikipedia.org/wiki/1986
https://es.wikipedia.org/wiki/Kary_Mullis

e DNA polimerasa: La DNA polimerasa es la enzima que genera la copia de la
cadena del DNA molde. Esta es una enzima presente en todos los organismos y
cada uno de estos ultimos tiene una polimerasa especifica. Se debe utilizar una
DNA polimerasa que soporte altas temperaturas, debido a la temperatura que se
alcanza en el proceso de desnaturalizacion (Rahman et al. 2013). Existen distintas
DNA polimerasas, dependiendo del organismo del que se obtuvieron. Generalmente
las DNA polimerasas que se utilizan para PCR son obtenidas de organismos
termorresistentes, como Thermus aquaticus (Taqg), Pyrococcus furiosus (Pfu
polymerase), Thermococcus litoralis (Wind Tli o Vent polimerasa) y Thermus
thermophilus (Tth) (Polaina and MacCabe 2007). Las consideraciones a tener para
la eleccion de la DNA polimerasa a utilizar son la estabilidad térmica, la tasa de
extension (la velocidad con la que afiade nucle6tidos), la fidelidad, y la procesividad
(la capacidad de la polimerasa de mantenerse unida a la cadena de DNA molde)
(Rahman et al. 2013). A continuacion se muestran las caracteristicas de algunas

polimerasas disponibles en el mercado (Tabla 1)

Tabla 1: Ejemplos de DNA polimerasas con sus caracteristicas. Se mencionan las polimerasas de la

marca abm (ABM, https://www.abmgood.com/Tag-Polymerase.html)

HOTSTART TAQ LONGRANG

Caracteristica BESTAQ™ KODAQ PRECISION™ TAQ PLUS TAQFAST E BLOODIRECT
Prueba de No Si Si Si No Si Si No No
lectura
Fidelidad (vs X 50X 50X 60X 1X 5X 10X 1X 1X
Taq Nativa)
Especificidad (X ] oo (XX oo (XX Y] (X ] oo (X 1) (X
Velocidad de 1 kb 3-4 kb 1 kb 1kb 1 kb 1 kb 4-6 kb 3-4 kb 1 kb
extension (por
minuto)
Longitud del 6 kb 15 kb 12 kb 6 kb 6 kb 6 kb 12 kb 20 kb 2kb
blanco
MasterMix Si Si Si Si Si Si Si No Si
disponible
Caracteristica |PCRde |Todas las Templado PCRdealta [Alta Fidelidad PCR Amplicones Libre para
especial rutina | aplicaciones | dificil fidelidad especificidad | mejorada | répida largos extraccién

de PCR

e Primers o cebadores: Son fragmentos cortos de DNA complementarios a regiones

especificas de la cadena del DNA molde. Estos se unen a la cadena molde en
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regiones especificas, posteriormente la DNA polimerasa se ancla a ellos para
comenzar a afiadir los nucle6tidos que formardn la cadena complementaria a la
cadena molde. Estos deben ser complementarios especificamente al fragmento de
interés y no deben tener complementariedad entre ellos para evitar la formacién de
productos inespecificos (Rahman et al. 2013).

Deoxinucle6tidos trifosfato (dNTP): Estos son nucledtidos libres, los
componentes del DNA. Hay 4 tipos de dNTPs: dATP, dGTP, dTTP y Dctp. La
DNA polimerasa los afiade de forma complementaria a la cadena molde para formar
el fragmento que se amplificara (Rahman et al. 2013).

Magnesio: Es un cofactor de la DNA polimerasa. Este ocasiona un rearreglo de la
enzima. De esta manera permite que se ancle a la cadena molde de DNA, vy asi

permite que ejerza su accion (Batra et al. 2006).

Se deben establecer las condiciones de reaccion de acuerdo a las caracteristicas de los

primers, la polimerasa que se utilizard y el tamafio del amplificado. Estas caracteristicas son

sodio, pH y la temperatura de reaccion, Por otro lado, se pueden afiadir catalizadores de

reaccion si se considera necesario (Rahman et al. 2013)

1.3 Etapas de la PCR

Las etapas de la PCR se dan de manera ciclica con los cambios de temperatura, cada paso

corresponde a una temperatura establecida en la reaccién (L et al. 2013).

Desnaturalizaciéon: Durante este proceso se eleva la temperatura para hacer que la
doble cadena de DNA se separe en dos hebras. Esta temperatura generalmente se
encuentra entre 93°C y 97°C. Esta etapa permite que los oligos se acoplen a la
cadena molde, ya que cuando se encuentra como doble cadena esto no es posible
(Joshi and Deshpande 2011).

Alineamiento: En esta etapa los primers se unen a la cadena molde de manera
complementaria. La temperatura que se establece en esta etapa esta determinada por
la Tm de los primers, que generalmente es de entre 58 y 62°C (Joshi and Deshpande
2011). La temperatura que se establece se conoce como temperatura de
alineamiento, o Ta, generalmente es 5°C menor a la Tm. Con la Ta se pretende

asegurar que los primers se emparejaran con la secuencia correspondiente de la
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cadena molde y la DNA polimerasa se acoplara a ellos para comenzar con la adicién
dNTPs (Kumari and .Y 2016).

e Extension: Durante esta etapa la DNA polimerasa actla sobre la cadena molde
afiadiendo los nucleotidos (Figura 1). Generalmente esta temperatura se establece a
72°C. La temperatura utilizada dependera principalmente del tipo de DNA

polimerasa que se esté utilizando (Joshi and Deshpande 2011).

Template

Denaturation ‘ 94°C

Annealing .’ 5°C below T,

LA
Primers wos

Primers m

Extension . 70°Cto 80°C

4
eI .

M"

Amplicon

Figura 1: Representacion de las etapas de la PCR para obtener el amplificado de un fragmento especifico
(Lorenz 2012)
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Estos cambios de temperatura se repiten ciclicamente de 25 a 35 veces en un dispositivo
conocido como termociclador, cuya funcién es la de realizar las variaciones de temperatura
en la reaccion. Finalmente, debido a que la generacion de copias es exponencial, se obtiene
una gran cantidad del fragmento de DNA deseado (Ronai and Yakubovskaya 1995). En la

figura 2 se representa el numero de copias que aumenta exponencialmente con los ciclos de
reaccion.

Double-sirandad
DMA template

Sirands denatured by

¢ Step 1 imcreasing lemperalure

Cycle 1

DMA template

{ Step 2 S Primers anneal to

- Step 3 Mew strancs
synihasized

Strands denalured by
o BER T ——— increasing temperatura

Step 2 == — Primers anneal to
..< P e DMA template

Cyola 2

Miew strancs
synihasized

e Step 3 “ee

Exponential Increase
in synthesized
strands flankad by
primess

20-30 times
A

Cycles repeated

\

Figura 2: Representacion de la amplificacion exponencial de un fragmento de DNA especifico mediante
la PCR (Nakatsu 2013)
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1.4 PCR multiplex
La PCR convencional permite identificar una secuencia de DNA; la PCR multiplex es un
tipo de PCR que permite identificar distintas secuencias de DNA especificas dentro de una
misma reaccién. Se basa en el mismo principio que la PCR convencional, con la diferencia
de que en ésta se tienen distintos juegos de primers que permiten identificar distintas
secuencias de DNA y ademas permite obtener varios fragmentos de DNA dentro de la

misma reaccion (Bolivar, Rojas, and Garcia-lugo 2014).

La PCR multiplex se describié por primera vez en 1988 con el propdsito de amplificar loci
multiples para el gen de la distrofia muscular en humano. A partir de ese momento se
utiliz6 para el analisis simultaneo de marcadores maultiples, microsatélites, deteccién de
microorganismos, de organismos genéticamente modificados, entre otros usos.
Anteriormente, la dificil optimizacion de la técnica ocasionaba que al realizar una PCR
multiplex se limitara a la amplificacion de pocas secuencias y a errores en la amplificacion.
Esto debido a la formacion de productos inespecificos o la inespecificidad de los primers
con la cadena molde, que son unas de las principales problematicas en la realizacién de una
PCR multiplex (Bolivar et al. 2014).

El disefio de primers para este tipo de PCR requiere un analisis mas extenso, ya que se
deben tomar en cuenta factores adicionales.

e Tm: Para que se lleve a cabo correctamente la hibridacion dentro de la misma
reaccion, los primers deben tener una Tm similar. El rango de las Tm debe ser
menor a 5°C. De esta manera se asegura que se formaran todos los amplificados y
se evita la formacion de falsos negativos (Bolivar et al. 2014).

e Dimeros: Se debe verificar que los primers no sean complementarios entre ellos
mismos ni con los demas. En ocasiones, la secuencia de los primers puede tener un
grado de complementariedad con otros primers, lo que ocasiona que se alineen
formando una estructura llamada dimero. Cuando se forman dimeros, los primers no
se pueden unir a la cadena molde y la amplificacion no se lleva a cabo (Judelson
2013).

14



e Especificidad de los primers: Se debe verificar que los primers para cada
amplificado no tengan una secuencia similar a la del DNA de otro organismo o de
otra region de la cadena a amplificar, en el caso de que esto ocurra se produciran
productos inespecificos (Judelson 2013).

Hoy en dia existen diferentes herramientas bioinformaticas que permiten el disefio y
andlisis de primers y para realizar el analisis de secuencias. Estas herramientas permiten
disminuir la cantidad de productos inespecificos e incrementan la especificidad de los
primers (Elsalam 2003).
Para realizar una PCR multiplex se deben utilizar distintos pares de primers que permitan la
identificacion de las secuencias deseadas, asi como que los productos de amplificacion
tengan longitudes diferentes, ya que de esta manera se podran analizar los resultados e
identificar a qué corresponden las secuencias obtenidas (Bolivar et al. 2014).
Las aplicaciones de la PCR multiplex son:

e Identificacion de patdgenos

e Genatipificacion

e Analisis de mutaciones

e Deteccion de deleciones

e Deteccion de RNA

e Estudios forenses

e Amplificacion de DNA (Joshi and Deshpande 2011)

1.5 PCR multiplex para diagndstico de patdgenos

Dentro del diagndstico de patdgenos, la PCR ha permitido la identificacién de un gran
nimero de agentes, bacterias, hongos, parasitos, virus, entre otros. Se han desarrollado
varios ensayos para el diagndstico de infecciones de distinta indole mediante el uso de esta
herramienta, encontrando que el tiempo de diagnostico es menor y mas especifico (Reller,
Weinstein, and Petti 2007). Dentro de los diagnésticos por PCR multiplex que se han

disefiado se encuentran:
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Shu Huan y colaboradores elaboraron en 2018 una PCR para identificar distintos
organismos productores de diarrea (Tabla 2). Evaluaron enfermedades causantes de
diarrea dificiles de identificar. Dentro del estudio se evalu6 el método diagndstico
convencional y el molecular (PCR). Se encontré que con la PCR se logro detectar
mas muestras positivas, virales y parasitarias que el método convencional. En la
tabla X se representan los resultados comparativos entre los dos métodos. En el
estudio también se menciona que para establecer la PCR como un mejor método de
diagnostico deben realizarse estudios sobre la supervivencia comparando el método
de diagndstico de los pacientes y costos (Huang et al. 2018).

Tabla 2: Resultados de los resultados positivos mediante la técnica convencional y PCR
para el diagnostico de enfermedades causantes de diarrea (Huang et al. 2018).

Conventional Multiplex
Pathogen ananrsis‘ (n=217) PCR in=217)
Detection
Megative 130 (58.9%) 96 (44.0%)
Puositive BT (40.1%) 121 (Bh.E%)
Bacteria'
Campylobacter 12 [5.5%) 17 (7.8%)
Clostridium difficile todn AB 21 (9.7%) 24 {11.1%)
ETEC LT/ST Mot awvailable 1 (0.5%)*
STEC st b2 Mot awvailable 1 (0.5%)*
E coli 0157 Mot awvailable 2 (0.9%)
Salmonela spp 21 (12.4%) 33 (15.2%)
Shigella spp 1 {0.5%) 3 (1.4%)
Wibrio cholerae Mot available ot avallable
Yersinia enferocoliica 1 {0.5%) 1 {0.5%)
Viruses'
Momovires GG 15 (6.9%) 2B (12.9%)
Ratavirus A 9 (4.1%) 10 (4.6%)
Adenavirus 40001 Mot available Mot available
Parasites’
Crypfosporkdium Mot available 1 {0.5%)
Entamoeha histolyiica 1 {0.5%) 1 {0.5%)
Glarda Mot availlable 2 (0.9%)

PCR multiplex para la identificacion de enfermedades de transmision sexual por
Romero y colaboradores en 2016. Esta PCR incluye el diagnostico de enfermedades

de transmision sexual. Esta permitié diagnosticar Mycosplasma hominis, Neisseria
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gonorrhoeae, Ureoplasma urealyticun y trichomonas vaginalis aun cuando las
pacientes estaban asintomaéticas (Romero Viamonte and Ulloa Castro 2016).

PCR multiplex de Tsalik y colaboradores para diagnosticar bacterias en torrente
sanguineo en pacientes con sepsis. En este estudio se encontrd que el cultivo celular
identificd mejor el agente etioldgico causante de la septicemia, mientras que el
diagnostico por PCR permitioé identificar 24 organismos mas que el cultivo celular
(Tsalik et al. 2010).

PCR para deteccion e identificacion de diferentes especies de Chlamydiaceae.
Dentro de este estudio se identificd el género de Chlamydiaceae mediante la
amplificacion del gen omp2. Posteriormente, para la identificacion de especies, se
realizé por longitud de fragmentos de restriccion. En este caso, el gen omp2 es un
gen que comparten todas las especies de Chlamydiaceae; sin embargo, tiene
variaciones en su secuencia dependiendo de la especie y éstas pueden identificarse
mediante una digestion enzimética. A este tipo de identificacion se le conoce como
PCR-RFLP, que consiste en amplificar un fragmento de la secuencia de DNA.
Posteriormente, se divide mediante enzimas de digestion que corta en secuencias
cortas especificas la cadena amplificada para conocer si contiene la secuencia de
corte, después, cuando se corre una electroforesis se puede saber si la cadena sufrié
un corte y el tamafio de los fragmentos producidos (Hartley et al. 2001).

PCR multiplex para el diagndéstico de infeccién por Staphylococcus. En esta PCR se
disefiaron y probaron primers para conocer la especie de Staphylococcus que se
encuentra causando la infeccidén y determinar si es resistente o no a la oxacilina.
Dentro de los resultados encontraron que de 77 muestras la PCR identifico
inconsistentemente 7 muestras, comparados con cultivo celular. Por otro lado, se
encontraron dos muestras que contenian el gen de resistencia; sin embargo, se
comprobd que eran sensibles a la oxacilina mediante cultivo celular (Mason et al.
2001)
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1.6 Electroforesis
Una forma de revelar la amplificacion del fragmento es una electroforesis en gel (Lee et al.
2012). La electroforesis es una técnica de separacion que consiste en el desplazamiento de
particulas en un medio, por accién de un campo eléctrico. Debido a la carga de los acidos
nucleicos esta técnica permite separar los fragmentos de DNA contenidos en una muestra
por su peso (Magdeldin 2012).

Consiste en la separacion de moléculas por su tamafio y carga eléctrica. Se utiliza un medio
poroso sobre el cual se desplazan las moléculas, para el anélisis de &cidos nucleicos se
utilizan medios de gel de agarosa o de poliacridamida. Los fragmentos se pueden identificar
mediante una tincion y de esta manera se puede conocer su concentracion e integridad
(Magdeldin 2012). Entre mas pequefia sea la particula de DNA, mas rapido podra
desplazarse en el gel. Para conocer el peso de una muestra se utilizan marcadores, que son
fragmentos de DNA con un peso establecido. Asi, mediante comparacién se puede conocer
el peso de la muestra. De esta manera se demuestra que se llevé a cabo la amplificacion y

se obtiene informacion sobre cual fragmento se amplificd (Lee et al. 2012).

Una herramienta bioinformatica para conocer si se podran identificar las secuencias
amplificadas es NEBCutter (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/). Esta herramienta permite
realizar digestiones de secuencias y para su analisis, permite obtener una simulacién de gel
de agarosa en la que permite establecer la concentracion y composicion del gel, asi como el
marcador a utilizar. El gel se realiza basandose en una curva generada con datos
experimentales producidos con un tamafio conocido. La simulacion permite establecer los
porcentajes de agarosa y el buffer de corrida para encontrar las mejores condiciones de

electroforesis a (Vincze, Posfai and Roberts 2003).

1.7 Software para biologia molecular
Se han desarrollado varios softwares para analisis de biologia molecular. Estos pueden
tener varias funciones, como disefio de primers, electroforesis in silico, simulacion PCR-

overlap, disefio de vectores, disefio de plasmidos, entre otros. Son de gran utilidad para
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realizar simulaciones antes de llevar a cabo la experimentacién para conocer como se
comportaran los componentes de la reaccion.

Este tipo de softwares permite predecir secuencias o comportamientos de las diferentes
funciones que tienen antes de realizar el experimento in vitro. Algunos ejemplos son:
Benchling, SnapGene, LaserGene, entre otros (Polysom, consultado el 20 de febrero del
2021).

Estos softwares tienen funciones para la generacion de primers a partir de una cadena
proporcionada por el usuario. también realiza calculos de TM y de complementareidad y
perite la visualizacion de una electroforesis in silico. Adicionalmente permite la
visualizacion de los genes con sus respectivos primers. Un ejemplo es el software d
Lasergene, que permite la visualizacién de secuencias que el usuario introduce o de un
banco de secuencias generado. A partir de estas secuencia se pueden trabajar sobre ella el
disefio de priemers, localizacion de sitios de corte, conversion a plasmido, entre otras
acciones (Burland 2000)

Otro software es el de SnapGene, que permite la introduccion de una secuencia de DNA y
su andlisis. Este software permite encontrar sitios de corte de enzimas de restriccion,
identificar vectores de clonacion, hacer comparacion de secuencias, entre otras funciones.
Las funciones de interés para este proyecto con las de generacion de primers y la de

electroforesis in silico (SnapGene 2021b).

El software de SnapGene permite la introduccion de primers de manera manual (Figura 3) o
los puede generar de manera automatica y los identifica dentro de la secuencia. Una vez
identiificada la localizacién de los primers se puede obtener informacion sobre el

amplificado y los primers (SnapGene 2021a).
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Paste a Primer Sequence

Primer:  primer 1

Add Primer

Color:  Black T]

5 ﬁ,.

To create a primer, click Primers — Add Primer... , then copy and paste a sequence.

Select the Binding Site (optional)

Fspl
Start (0) Fsp/|1 Asel Xbal
1..23 = 23bp Tm = 58-61°C
$’ ATGGTCGTCATAGCTAATGCGCACAACGAATTAATCCATGACGCTGTTCTAGACTATTAT
¥ 4 Il 3 i L
I 4 } + { L L T B T S e e T T S
3’ TACCAGCAGTATCGATTACGCGTGTTGCTTAATTAGGTACTGCGACAAGATCTGATAATA
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[ SEC13

Figura 3: Indicaciones para insertar un primer de manera manual en una secuencia en la herramienta de

SnapGene (SnapGene 2021a).
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Capitulo 2. Primers

2.1 Generalidades

Los primers son secuencias cortas de DNA (oligo) que deben ser complementarios a una

region especifica de la cadena molde. Para amplificar un fragmento de la cadena molde se

requieren dos primers. Se conocen como forward primer al oligo que va sobre la hebra de

DNA antisentido, y como reverse primer al que va en la cadena sentido, de esta manera se

logra obtener una copia de la region entre las dos secuencias seleccionadas como se observa

en la figura 4 (Judelson 2013).

number af cycles:
max. 45

'IIIIIIII IIIIIII
I I I I I I I double-stranded DMNA

‘_I‘_I‘_I‘_‘_I‘_I‘_I‘_I‘_I‘_I.‘_I‘_I‘_I‘_I‘_‘_L

denaturation: T = 94-95%(

1= 30=605

primer annealing:

T = about 5°C below the lowest
Ty of the primers to be used

t = 30=603

primer extension: T = 72°C

tin min = egqual to the number of kb
of the product to be amplified

doubled DNA

.__II el bl bt bl III,_

‘_‘_I‘_I‘_I‘_I‘_I‘_I.‘_I‘_I‘_I‘_I

Standard PCR reaction mixiure:

DNA: genomic DNA 4 - 20 ng uL”
plasmid DNA 4 - 10 pg uL”!

Mg 1.5 nmol pL™

ANTP =mix: 0.2 nmol pL™ each nucleotide

primers: 0.4 pmol pL™ each primer

polymerase: 40 mU plL™

Figura 4: Representacion de la delimitacion del fragmento a amplificar mediante los primers complementarios

a la cadena (Konietzny and Greiner 2003)
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2.1.1 Caracteristicas

Los primers deben cumplir con las siguientes caracteristicas:

Longitud: Debe ser de 18 a 30 nucle6tidos (Judelson 2013); de esta manera la Tm
sera similar. También permite que haya especificidad con la cadena molde de
interés y se evitard la formacion de productos inespecificos. La longitud depende
principalmente de la cadena molde, ya que el primer debe tener una
complementariedad de 100% y no debe ser complementaria con la cadena molde de
otro organismo (Bolivar et al. 2014)
Tm: Se refiere a la temperatura de fusion (Temperature Melting por sus siglas en
inglés). Al realizar una PCR multiplex las TM de los diferentes pares de primers
deben ser similares.

o Una férmula con la que se puede estimar la TM es la formula de Wallace-

Ikatura (Ahsen, Wittwer, and Schu 2001):

Tm=4GC + 2AT

Donde:

GC se refiere al namero de Guaninas y de Citocinas del Primer.

AT se refiere al nimero de Adeninas y Timinas en el primer (Ahsen et al. 2001).

Esta ecuacion se utiliza para oligos cortos de 14 a 20 nucle6tidos.

Esta considera la fuerza de los enlaces GC y la de los enlaces AT, debido a que
los enlaces GC son mas fuertes, por lo que aumentan el valor de la Tm,

o Otra ecuacion para calcular la Tm es:

Tm =815+ 16.6 log M + 41(XG+XC) - 500/L - 0.62F

Donde:

M es la concentracion molar de cationes monovalentes.

G y XC son las fracciones molares de G y C en el oligo.

L es la longitud de la cadena mas corta del par de primers.

F es la concentracion molar de formamida (Howley et al. 1979).

Esta ecuacion toma en cuenta la concentracion de sales y de formamida para el

calculo de la Tm.
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Suele utilizarse para oligos mas largo, mayores a 50 nucleétidos, pero se puede
utilizar también para oligos cortos. Esta considera la relacion de Guaninas y
Citocinas dentro de la cadena (Howley et al. 1979).
Ta: Esta debe debe ser similar para todos los oligos. Debido a esto, los oligos tienen
caracteristicas de longitud y composicion similares. De esta manera se asegura que
todos los alineamientos se lleven a cabo y por ende se produzcan todos los
amplificados.
No formacion de dimeros: Se debe verificar que los oligos no formen dimeros para
que se lleve a cabo el alineamiento de todas las cadenas de interés. Para verificar
esto se debe realizar un analisis de la composicion de las cadenas, su secuencia y la
fuerza de los enlaces que pueden formar entre los oligos (Judelson 2013).
Composicion: Se refiere al porcentaje de Guaninas y Citosinas que contiene la
cadena, que debe estar entre 45% y 55%. Se deben evitar regiones con varios
nucleétidos repetidos (Judelson 2013).
Estabilidad del extremo 3’: se recomienda que el nucledtido en el extremo 3’ sea
una Guanina o una Citocina para asegurar la unién con la base complementaria
debido a que estos nucledtidos se unen con tres puentes de Hidrogeno, al contrario

del enlace A-T que se une con dos (Breslauer et al. 1986).

2.2 Disefio

Por cada secuencia de DNA que se desee amplificar se deben disefiar dos primers para

delimitar cada extremo de la cadena. Uno es conocido como Forward primer y el segundo

como Reverse primer. De esta manera se delimita la secuencia que se amplificara como se

representa en la figura 5 (Judelson 2013; Nolan, Huggett, and Sanchez 2013).

Las secuencias de DNA tienen un sentido de 3’ a 5’. Este sentido hace referencia al

carbono de la pentosa del nucledtido al que esta unido la base nitrogenada (Figura 5). A

partir de este sentido se realiza la secuencia de nucleétidos de una cadena de DNA (Urbain

2001). La cadena molde esta conformada por una doble hélice, que consiste en dos cadenas

simples de DNA. Cuando se separan, una es denominada como cadena sentido (ésta es la

secuencia que se utiliza como secuencia FASTA) y la cadena complementaria se denomina
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cadena antisentido, ésta se considera que va en sentido 5° a 3’ en relacion a la cadena
sentido.
e Forward primer: Este primer debe ser complementario al inicio de la secuencia de
DNA que se amplificar, es decir, la cadena antisentido (Nolan et al. 2013).
e Reverse primer: Este debe ser complementario al extremo final de la secuencia que

se desea amplificar en la cadena sentido (Nolan et al. 2013).

Reqpon to e copred

Templote
DNA

Pevner | Pevnex 2L

Figura 5: Representacion de la delimitacién de la cadena molde mediante el uso de primers (Khan Academy
2019)

0O
—0

o=F;>
OH

Figura 5: Representacion de un nuclettido en la que se observa la numeracion de los carbonos que dan el

sentido de la cadena

24



Para realizar los primers primeramente se debe obtener la secuencia de DNA que se desea

amplificar. Existen distintas bases de datos de las cuales se pueden obtener las secuencias

de genomas completos hasta genes (Elsalam 2003).

GenBank: Es una base de datos del NCBI que colecta la secuencia de organismos y
genes para su acceso publico.

DDBJ: Se refiere al banco de datos de DNA de Japon. Esta base de datos permite el
acceso a las secuencias de DNA de distintos organismos y genes.

ENA: El Archivo Europeo de Nucleotidos permite el acceso a las secuencias de

distintos organismo y genes.

Estas tres entidades conforman la Colaboracion Internacional de Base de Datos de

Secuencia de Nucleotidos

Una vez que se eligid la secuencia se procede a obtener los primers, para esto se cuenta con

varias herramientas bioinforméticas (Elsalam 2003):

Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/): Esta
herramienta permite obtener varios juegos de primers a partir de una secuencia
brindada. Se debe ingresar la secuencia de interés, ademas se pueden establecer las
caracteristicas que se desea que tengan los primers (Figura 6). Como resultados el
programa establece distintos pares de primers que se pueden utilizar para amplificar
determinadas secciones del DNA proporcionado, con distintas longitudes de
amplificado. También un alineamiento con la secuencia de los organismos de
interés para evitar la formacién de productos inespecificos. Por otro lado, se pueden
introducir los primers deseados y brindara informacién sobre la cadena amplificada,
los primers en si y si los primers son complementarios al DNA de otro organismo.
Ademas, permite ver el alineamiento de la secuencia. En los resultados
adicionalmente da informacién sobre la Tm y composicion de los (Elsalam 2003).
Para el presente trabajo se utiliz6 esta herramienta para la elaboracién de la PCR

multiplex.

25


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Reset page Save search parameters Retrieve recent results  Publication  Tips for finding specific primers

PCR Template

(A I

Range

From T

Forward primer

Reverse primei

Seleccionar archivo | Ningun archive seleccionado

Primer Parameters
Use my own forward primer l:,

(5°=3" on plus strand)
Use my own reverse primer
(5"-=3" on minus strand)

Min w
PCR product size 70 1000 ||
# of primers to return 10
Min Opt M_ax Max Tm difference
Primer melting temperatures Eg 60.0 630 3
(Tm)

Figura 6: Captura de pantalla de la Herramienta Primer-BLAST. En rojo se indica la seccién para indicar la
secuencia de interés; en amarillo la posicion en la que se desea se encuentren los primers, en rojo la opcién
para utilizar primers propios, en verde el tamafio del amplificado, y en morado la Tm de los primers

e Primer3web (http://bioinfo.ut.ee/primer3/): Permite obtener 5 primers a partir de
una secuencia introducida, permite también seleccionar los primers que se desean
para conocer sus caracteristicas. En los resultados adicionalmente se brinda

informacidn sobre la composicion del primer y su Tm (Elsalam 2003).

2.3 Controles
Para verificar que el proceso de la PCR se lleve a cabo correctamente se deben disefiar un
par de primers para un control negativo y un control positivo (Nolan et al. 2013).

e Control positivo: Consiste en un par de primers para una secuencia que se sabe se
encuentra en la muestra. EI fragmento para el que se disefie los primers dependen de
la muestra. Adicionalmente, si no se conoce la composicion de la muestra, se
pueden realizar para la secuencia de un organismo que no se encuentre en la
muestra. Posteriormente se hace una extraccion de DNA de células de ese
organismo y se afiade a la muestra problema. Dentro del control positivo se puede
incluir un gen constitutivo, es decir, un gen que se encuentra dentro del organismo o

grupo de organismos a identificar. Un ejemplo es el gen 16s RNA cuando se
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identifican las procariotas. ElI 16s RNA es un gen constitutivo de las bacterias, es
decir, todas las células procariotas lo contienen en su genoma. Al utilizar este gen
como control positivo si bien no permite identificar a cual bacteria pertenece,
permite conocer la presencia de una bacteria y conocer que la PCR esta funcionando
correctamente (Judelson 2013; Nolan et al. 2013).

e Control negativo: Este consiste en un par de primers para un DNA que se sabe que
no se encuentra en la muestra. Al momento de realizar la electroforesis el pozo con
estos primers no debe tener amplificado, si se encuentra algun amplificado indica
que algun componente de la PCR no esta funcionando de la manera correcta. Esto
puede indicar que los primers no tienen la especificidad necesaria o que la muestra
esta contaminada (Judelson 2013; Nolan et al. 2013).

e Control de reactivos: Este consiste en una muestra sin DNA; de esta manera se
verifica que los reactivos se encuentran libres de material genético y que no hay
falsos positivos (Elsalam et al. 2013).

Después de la realizacion de la PCR, al momento de realizar el analisis la cadena del
control positivo debe haberse amplificado, mientras que la del control negativo no debid
llevar a cabo la amplificacion. Si el fragmento del control positivo no se amplifico indica
que la reaccion no se llevé a cabo, por lo que hay que verificar las condiciones en las que se
esta llevando a cabo la reaccién. Si el control negativo tiene un producto de amplificacion
puede indicar degradacion del DNA y formacion de productos no especificos. En ambos
casos los resultados de la PCR no son confiables (Patel et al. 2015).

2.4 Andlisis
El andlisis de primers consiste en una evaluacion de varias caracteristicas de los oligos.
Individualmente se verifica que los primers no sean complementarios al DNA de otro
organismo, y que sean totalmente complementarios al DNA que se pretende amplificar. El
analisis que se le realiza al conjunto de primers consiste en verificar que sus Tm sean
similares y que no tengan complementariedad entre ellos para evitar la formacion de

dimeros.
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Una vez que se tienen establecidas las secuencias que se pretenden amplificar y que se
obtienen las opciones de primers, se debe verificar que éstos no sean complementarios al
DNA de otro organismo. Si es asi, se pueden generar productos inespecificos que no
permitirian la visualizacion correcta del producto amplificado (Judelson 2013). Para
verificar que los primers seleccionados no amplifiquen con otro DNA se debe realizar un
alineamiento del primer con la secuencia de los diferentes organismos con los que se cuenta
informacidn. Para realizar esto se pueden utilizar diferentes herramientas bioinformaticas
(Elsalam 2003).

e Primer-BLAST: Ademas de proporcionar opciones de primers, el programa realiza
un alineamiento con las secuencias de otros organismos que se especifiquen y, en
caso de existir, muestra el alineamiento. El programa muestra la similitud que hay
entre el DNA de los dos organismos. A partir de esta informacion se puede decidir
si es necesario cambiar el primer propuesto o si se puede utilizar el mismo. (Jian et
al. 2012).

e BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi): Este programa realiza un
alineamiento de la secuencia introducida con las secuencias disponibles en la base
de datos de GenBank. Posteriormente despliega los resultados en manera de listado
indicando los organismos que tienen una secuencia similar, y el grado de similitud.
Adicionalmente se puede obtener el alineamiento de la secuencia para conocer el
nucleotido en el que se encuentra la diferencia, de esta manera puede elegirse la

mejor secuencia a amplificar y el primer a utilizar (Boratyn et al. 2013).

Los resultados obtenidos deben indicar que el primer tiene un 100% de similitud con la
cadena de interés. Adicionalmente no se debe encontrar similitud con el DNA de
organismos diferentes, en caso de existir similitud se debe verificar que la misma no sea
alta, si esto sucede se debe evaluar si se puede utilizar el primer a pesar de la similitud
presentada. Entro de los pardmetros a evaluar cuando se encuentra la similitud debe
considerarse el organismo con el que tiene la similitud, el nimero de nucleétidos que

comparte la secuenciay el tipo de nucleotidos que comparte, entre otros.
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Un primer puede tener complementariedad con él mismo, formando un dimero; de éstos
hay dos tipos, el convencional, cuando el dimero se forma por dos cadenas del mismo oligo
se llama homodimero, o0 hairpin, cuando un oligo tiene complementariedad y se alinea con
si mismo, formando un doblez. Por otro lado, cuando hay dos primers que son
complementarios entre ellos se le llama heterodimero. En la Figura 7 se muestra como

puede ocurrir la formacion de dimeros (Judelson 2013).
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Figura 7: Representacion de la formacion de dimeros. Los primers A 'y B forman un heterodimero, mientras

que el Primer C forma un homodimero en forma de “hairpin”.

Existen diversas herramientas bioinforméaticas que permiten conocer si se formaran
dimeros. Entre ellas estan:

e OligoAnalyzer (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer): Esta
herramienta permite analizar primers para conocer si forman dimeros. Se puede
ingresar un par de primers para conocer si formaran heterodimeros o un primer para
conocer si forma un homodimero. Permite conocer el alineamiento de los dimeros, o
del hairpin para identificar las bases que lo estan causando. OligoAnalyzer permite
establecer las condiciones de reaccién como la concentracion de los primers, de
Sodio, Magnesio y de nucleétidos para obtener los resultados in silico.
Adicionalmente establece la TM de cada primer. Como desventaja, esta herramienta

solo permite analizar uno o dos oligos por analisis, por lo que para realizar una PCR
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multiplex deberan realizarse los andlisis de todas las combinaciones que pueda
haber entre los primers por separado (Owczarzy et al. 2008).

e ThermoFisher Multiple Primer Analyzer
(https://www.thermofisher.com/mx/es/home/brands/thermo-scientific/molecular-
biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-
library/thermo-scientific-web-tools/multiple-primer-
analyzer.hTml?fbclid=IwAROiF9r8gW6gtY 10Q6Es0Xe40nJj-
0Wk8ZpBZQ70PdvDNBNtvGbwa3ICLME): Esta herramienta permite introducir
varias secuencias de primers y determina, con un solo analisis, si forman
homodimeros o heterodimeros. Permite establecer la concentracion salina y de los
primers para obtener los resultados in silico. Adicionalmente indica la TM y la
composicion de nucleétidos de los primers. Como ventaja, esta herramienta permite
conocer la formacion de dimeros en un solo analisis, ya que permite introducir
varias secuencias en una sola ocasion (Brown et al. 2017). Los célculos que realiza

son de acuerdo con: Breslauer et al. (1986) (Breslauer et al. 1986).

Con los resultados obtenidos con estas herramientas es posible verificar la
complementariedad entre los primers. En caso de existir resultados positivos se debe
evaluar el uso de los primers que presentan la complementariedad y cambiarlos si es

necesario.
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Capitulo 3. Diarrea

3.1 Concepto
La diarrea consiste en un aumento en el namero de deposiciones y/o una disminucién en su
consistencia, presentando heces blandas o acuosas. Puede estar acompafiada de nauseas,
vomitos, fiebre o dolor abdominal. La causa méas frecuente en los paises en desarrollo es
una infeccion gastrointestinal, aunque también puede ser ocasionada por virus y parasitos
(Farthing 2012).

Estad considerada como una de las principales causas de muerte en infantes, siendo la
segunda causa de muerte de nifios menores a 5 afios. La diarrea aguda puede causar la
muerte en un periodo corto de tiempo si no es tratada, por lo que la identificacion del

agente causal es fundamental para determinar el tratamiento correcto (CDC 2016).

3.2 Agentes causantes de diarrea

A continuacion, en la tabla 3, se mencionan los agentes que causan diarrea en el organismo.

Tabla 3: Organismos que ocasionan diarrea en el humano (Farthing 2012)

Bacterias Virus Parasitos

Protozoarios
Cryptosporidium parvum
Giardia intestinalis
Microsporidia
Entamoeba histolytica
Isospora belli

Escherichia coli productora | Rotavirus

de diarrea Norovirus (calicivirus)
Campylobacter jejuni Adenovirus (serotipo 40/41)
Vibrio cholerae O1 Astrovirus

V. cholerae 0139 Citomegalovirus

Shigella

V. parahaemolyticus
Bacteroides fragilis

E. coli

C. upsaliensis
Salmonella no tifoidea
Clostridium difficile
Yersinia enterocolitica
Y. pseudotuberculosis

Cyclospora cayetanensis
Dientamoeba fragilis
Blastocystis hominis
Helmintos

Strongyloides stercolaris
Angiostrongyluscostaricensis
Ashistosoma mansoni

S. japonicum
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La causa de diarrea mas comun en paises en desarrollo es la infecciosa, por lo que
generalmente cuando un paciente presenta esta afeccion se siguen tratamientos para
infecciones (Farthing 2012). Los agentes mencionados en la tabla 4 son los agentes

microbianos de mayor interés en el diagnostico de la diarrea infecciosa.

Tabla 4: Enterobacterias importantes desde el punto de vista clinico (Puerta and Mateos 2010)

Género Especies

Escherichia coli, alberti, alvei

Klebsiella pneumoniae, oxytoca, granulomatis
Salmonella choleraesuis

Enterobacter aerogenes, cloacae, aglomerans, gergoviae, sakazakii
Serratia marcencens

Hafnia alves

Citrobacter freundii, amalonaticus, diversus

Yersinia pestis, enterocolitica, pseudotuberculosis
Proteus mirabilis, vulgaris

Providencia rettgeri, stuartii

Morganella morganii

Shigella dysenterii, flexneri, sonnei, boydei
Plesiomonas shigelloides

Edwarsiella tarda

Ewingella americana

3.2.1 Enterobacterias

Las bacterias que se alojan en el intestino son Ilamadas enterobacterias. En la tabla 4 se
mencionan las de mayor importancia clinica, aunque no todas las enterobacterias son
patdgenas. Las enterobacterias son un grupo de bacterias bacilo Gram negativas que
reciben su nombre debido a su localizacién en el tubo digestivo. Son anaerobias
facultativas, no formadoras de esporas, catalasa positivas y generalmente tienen movilidad.
Usualmente son saprofiticas en varios animales ademés del hombre, aunque también hay
algunas patogenas. Frecuentemente causan problemas de salud en pacientes
inmunodeficientes; sin embargo, algunas, como Salmonella, puede ejercer una accion

dafina sin que el paciente se encuentre inmunocomprometido (Puerta and Mateos 2010).
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La enterobacteria que mayormente se encuentra en el intestino es E. coli, que es saprofitica
oportunista; sin embargo, existen varios tipos de E. coli que afectan la salud, como la
enterotoxigenica, enterohemorragica, enteropatdgena y la enteroagregativa. Estos tipos de
E. coli causan dafio sin que el paciente tenga alguna inmunodeficiencia, por lo que en caso
de presentar alguno de los sintomas que causan se debe consultar con un especialista lo
antes posible para trata el patdégeno.

3.3 Diagnostico
El diagnostico generalmente se realiza por un coprocultivo. Un coprocultivo consiste en
tomar una muestra de las heces para posteriormente realizar un cultivo celular y obtener los
patdgenos que causan el padecimiento. EIl coprocultivo permite realizar el diagnostico
etioldgico del agente que causa una afectacion intestinal. Se realiza mediante técnicas

bacterioldgicas de cultivo celular que permiten el aislamiento e identificacion del patégeno.

Hoy en dia el diagnostico de infecciones también se realiza por técnicas de biologia
molecular, aunque en menor medida. La PCR y la secuenciacién han permitido la
caracterizacion de distintos microorganismos, asi como la identificacion de algunos nuevos.
La PCR se ha utilizado en distintas ocasiones para la identificacion de microorganismos en
muestras bioldgicas (Mahmudunnabi et al. 2018; Mason et al. 2001; Menon, Kapila, and
Ohri 1999; Tsalik et al. 2010).

3.3.1 Diagndstico molecular de infecciones

El método de diagnostico molecular de infecciones por PCR consiste en la identificacion de
la cadena o fragmento de cadena del organismo que se sospecha esta causando la infeccion.
Esta técnica permite identificar el agente etiologico que causa la infeccion. La rapida
obtencion de resultados y su alta especificidad han permitido mejorar el tratamiento de
infecciones en casos de pacientes con enfermedades inmunodeficientes, en las que el

tiempo de diagndstico es crucial (Menon et al. 1999).
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Entre las enfermedades de mayor interés que se han diagnosticado con esta técnica se
encuentran:

e Pneumonia

e Faringitis por Estreptococcus

e Ulceras urogenitales por infeccion

e Tuberculosis (Menon et al. 1999)

Para la identificacion del agente etioldgico se toman en cuenta los organismos que causan
determinada patologia. Dependiendo de la patologia se elegiran los organismos de interés y
se disefiaran los primers para su identificacion (Menon et al. 1999). Por ejemplo, para
infecciones gastrointestinales se elegiran primers para identificacion de enterobacterias, ya
que son los principales agentes que causan la patologia. Para llevar esto a cabo,
generalmente se eligen genes particulares de cada género para realizar la amplificacién, de
esta manera se asegura que el resultado corresponde con el organismo de interés. Para
identificar la especie se puede realizar una RFLP o la amplificacion de una cadena

exclusiva de la especie (Mahmudunnabi et al. 2018; Menon et al. 1999)

Se han desarrollado distintos métodos de diagndstico de infecciones por PCR multiplex. La
PCR multiplex que se disefia se enfoca en el origen de la muestra, asi, se puede realizar el
diagndstico de infecciones de vias respiratorias, meningitis, sepsis, entre otras. Para su
disefio se tienen en consideracion los agentes que generalmente causan el tipo de infeccion
a diagnosticar, Debido a que la PCR es multiplex deberan seguirse todas las indicaciones

para asegurar que los resultados sean confiables (Elsalam et al. 2013).
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Capitulo 4. Resistencia antimicrobiana

4.1: Concepto
La resistencia antimicrobiana o farmacorresistencia se refiere a los cambios que sufren los
microorganismos ocasionando que los medicamentos que son utilizados para tratar esas
infecciones dejen de ser eficaces. Es un proceso que sufren Unicamente las bacterias y que

ocasiona que los tratamientos de infecciones sean mas complicados (Clave et al. 2017).

Generalmente los antibioticos tienen la capacidad de afectar a la bacteria mediante acciones
como inhibir la sintesis de la pared celular, de proteinas, de DNA o RNA, o lisar las células
afectando la membrana celular, entre otros mecanismos. Cuando un antibiético pierde la
capacidad de inhibir el crecimiento celular se determina que la célula en cuestion desarrollo

resistencia al antibi6tico (Clave et al. 2017).

4.2: Origen
Una gran parte de las cepas de bacterias resistentes a antibioticos surgieron a partir de la
seleccion natural. Debido a que la funcidn de los antibidticos es eliminar las bacterias, éstas
desarrollan procesos naturales que fomentan la resistencia a estos agentes (Vignoli and
Seija 2006).

La resistencia se da por mutaciones genéticas; posteriormente, al estar en presencia con los
antibiodticos estos ejercen una presion selectiva a la que responden los genes de resistencia
expresandose. Adicionalmente, las bacterias pueden tener la capacidad de transmitir estos
genes mutados a otras bacterias mediante la transferencia de plasmidos (Vignoli and Seija
2006).

4.3 Tipos de resistencia
e Individual: Se refiere a la interaccion individual de un mecanismo de un organismo
individual hacia un antibiotico especifico que genera la resistencia a la molécula del

antibiotico.
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e Poblacional: Se refiere a el comportamiento de una poblacion bacteriana al
enfrentarse a un antibidtico.

e Natural: Se refiere a las caracteristicas propias de cada especie o0 género. Por
ejemplo, todas las bacterias Gram negativos son resistentes a la vancomicina.

e Adquirida: Se refiere a aquella que no es propia del género o especie y que se
obtuvo a través de una mutacion o de la adquisicion de un plasmido. Esta es
variable de cepa a cepa y es la que causa mayor dificultad en el tratamiento de

infecciones (Zaman et al. 2017).

4.4 Mecanismos de resistencia antimicrobiana

4.4.1 Inactivacion enziméatica

Consiste en la sintesis de enzimas que degraden el compuesto del antibidtico.
Principalmente se producen enzimas hidroliticas; sin embargo, las enzimas también pueden
llevar a cabo acciones como acetilaciones, adenilaciones o fosforilaciones. La informacion
para la sintesis de estas enzimas se obtiene mediante mutaciones o mediante la

transferencia de plasmidos

Una de las enzimas de mayor interés es el grupo de enzimas beta lactamasas, que llevan a
cabo la hidrélisis de los antibidticos betalactamicos, como la penicilina. Desde su
descubrimiento la penicilina es uno de los principales tratamientos para las infecciones; sin
embargo, hoy en dia existe una gran variedad de cepas de bacterias que codifican para
enzimas beta lactamasas, por lo que una gran mayoria de antibidticos derivados de la
penicilina se han vuelo ineficaces. Asimismo, se han encontrado cepas resistentes a los

derivados de penicilina de nuevas generaciones (Hu et al. 2019).

4.4.2 Modificaciones del sitio blanco

Este mecanismo consiste en una modificacion al gen que codifica para el sitio blanco del
antibidtico. La modificacion de un aminoacido en una proteina genera un blanco diferente,

lo que confiere una menor afinidad al sitio blanco del antibidtico y puede no intervenir en el
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funcionamiento del organismo. Algunos de los mecanismos que conducen a este tipo de

resistencia son:

Modificacion de PBP (Penicilin Binding Protein): EI PBP es un complejo
enzimatico que permite la sintesis del peptidoglicano de la pared celular,
principalmente en Gram positivas. Al alterarse este sitio, la union de los
antibidticos, como los beta-lactamicos no se sucede, ocasionando que no tengan su
efecto. La mutacién que se da debe codificar para los sustitutos de los blancos
originales, como PBP2’ En Staphylococcus spp, que ocasiona resistencia a la
meticilina. Esta modificacion puede producir también cepas resistentes a la
penicilina e incluso a la ceftriaxona (Vignoli and Seija 2006).

Modificacion ribosomal: Esta resistencia va dirigida a antibioticos cuyo blanco es
algiin componente ribosoma, como las tetraciclinas y los macrélidos. En este caso,
los organismos resistentes sintetizan una metilasa que modifica el RNA ribosomal
bacteriano, por lo que su afinidad con el antibidtico disminuye (Vignoli and Seija
2006).

4.4.3 Alteraciones de la permeabilidad

La permeabilidad de la membrana celular es una propiedad que se refiere al paso de

sustancias hacia y desde la célula de manera selectiva. La resistencia de este tipo se puede

referir a cambios en las proteinas, que permiten el paso de las sustancias o a propiedades de

la membrana que impiden el paso de ciertas sustancias (Vignoli and Seija 2006):

Alteracion de la membrana bacteriana: Principalmente ocurre en bacterias Gram
negativas ya que su pared es rica en lipidos, y por ende es impermeable a sustancias
hidrofilicas, por lo que estas moléculas solo podran pasar a través de poros
membranales. La expresion de los poros membranales puede verse disminuida,
confiriendo resistencia a los antibidticos que dependen de esta via de entrada
(Vignoli and Seija 2006).

Alteraciones de la entrada de antibidticos dependientes de energia: Esta resistencia
generalmente se da en los antibioticos aminoglucosidos, que requieren la adherencia
a moléculas de carga negativa. Posteriormente se produce un arreglo de LPS lo que

conduce a la entrada del antibidtico por un sistema de transporte acoplado al
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gradiente protonico que depende de la actividad de la cadena respiratoria aerobia.
La resistencia se genera cuando el agente es anaerobio y se producen cambios en el
gradiente electroguimico, dificultando la entrada del antibidtico a la célula (Vignoli
and Seija 2006).

e Aumento de la salida de antibidticos: Se le conoce como resistencia por eflujo. Es
un mecanismo de resistencia inespecifico que consiste en la sintesis de proteinas de
transporte transmembranales que provocan la salida de moléculas de alto peso
molecular, como los antibidticos (Vignoli and Seija 2006).

4.5 Importancia y prevalencia.
La resistencia a antibioticos aumenta a nivel global; cada dia se desarrollan y propagan
nuevos mecanismos de resistencia antimicrobiana. Esto ocasiona que el tratamiento para
infecciones, como tuberculosis, neumonia, septicemias, entre otras, sea mas complejo, y a

su vez se incentive su propagacion (Clave et al. 2017).

Un factor importante que ha estimulado la generacion de mecanismos de resistencia es el
uso inapropiado de antibidticos. Cuando la dosis de un tratamiento de antibi6tico no se
concluye, el patdgeno puede no ser eliminado por completo y éste puede generar resistencia
al antibidtico gracias al tiempo que estuvo expuesto a él. Por otro lado, la adquisicién de
antibidticos sin receta propicia la automedicacion, cuando el tratamiento con un antibidtico
no se realiza por un especialista de la salud el antibi6tico puede no ser el indicado para
tratar esa infeccion. Cuando una bacteria es expuesta ante un antibiético hacia el que tiene
una resistencia natural o adquirida ésta puede adicionalmente desarrollar un mecanismo de
resistencia hacia ese antibidtico, que, posteriormente, puede ser transmitido a otros

microorganismos (Clave et al. 2017).

El desarrollo de resistencia a antibidticos presenta una amenaza al tratamiento de
infecciones con medicamentos de primera linea, ocasionando que los tratamientos sean de
mayor duracion y costo. Ademas, supone una amenaza para los logros de la medicina,
como los trasplantes, cesareas, quimioterapias, cirugias y cualquier procedimiento que

exponga al paciente a un patogeno (Clave et al. 2017).
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Si se conoce la resistencia que tiene un patdgeno hacia un antibiético no debe ser tratado
con éste, en cambio se debe utilizar otro antibiotico que se conozca tiene efecto sobre el
patégeno. Es asi como se elimina al patégeno y no se estimula la resistencia hacia un

antimicrobiano (Zaman et al. 2017).

4.6 ldentificacion
Para identificar si una bacteria presenta resistencia a un antibidtico se pueden realizar
distintas pruebas, como el cultivo en medio con antibidtico, prueba con discos, o con
diagnostico molecular (Bagul and Sivakumar 2016). Hoy en dia existen diferentes métodos
para conocer si un microrganismo presente resistencia a algun antibidtico, entre ellos se

encuentran:

e Maétodos fenotipicos o cualitativos
o Discos de difusion de Kirby Bauer
o Difusion en pozos
o Discos de difusion de Stoke
e Métodos cuantitativos
o Prueba de dilucion de caldo en tubo 0 macro
o Prueba de dilucion en agar

o E test prueba de difusion por gradiente en agar (Bagul and Sivakumar 2016)

La identificacion de resistencia antimicrobiana con biologia molecular consiste en
identificar si la bacteria posee un gen para resistencia a antibiéticos (Maugeri et al. 2019).
Hoy en dia existen distintos métodos para identificar genes de resistencia antibacteriana
(Fluit, Visser, and Schmitz 2001)

e Técnica de hibridizacion

e PCRRFLP

e Balizas moleculares

¢ DNA ramificado

e Secuenciacion
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e Matrices de DNA
e Chips de DNA (Fluit et al. 2001)

Se puede conocer si un organismo posee un gen de resistencia antimicrobiana disefiando un
par de primers para la amplificacion de ese gen. Cabe mencionar que si el organismo no
presenta ese gen no significa que no tenga resistencia a ese antibiotico, ya que la resistencia

puede presentarse debido a otro gen de resistencia antimicrobiana (Maugeri et al. 2019).

Se han realizado distintas evaluaciones de resistencias a antibidticos, entre las que se
encuentran:

1. Evaluacion de resistencia antimicrobiana, en E. coli de Sarker y colaboradores. En
este estudio evaluaron la resistencia antimicrobiana de E. coli mediante métodos
cualitativos y mediante PCR. Mediante el método de difusion en disco se observo
que todas las muestras eran resistentes a la ampicilina y tetraciclina, y algunas de
ellas a la trimetoprima sulfametoxazol y al acido nalidixico.

Por otro lado mediante PCR se encontrd que las cepas eran multirresistentes debido

a que portaban los genes blartewm, tetA, y Sul2 (Sarker et al. 2019).

2. ldentificacion de resistencia a beta lactdmicos, en Klebsiella por Mrowiec y
colaboradoras. En este estudio se realizd la identificacion de resistencia a
antibioticos beta lactamicos mediante técnicas fenotipicas y mediante PCR. En este
caso se utiliz6 la técnica de PCR para confirmar la resistencia observada en cultivo
celular. De igual manera se pudo identificar el gen que origino la resistencia. Se
encontr6 que los genes blarem eran mas comunes en adultos que en nifios y se
Ilegaron a encontrar de manera duplicada y triplicada (Mrowiec et al. 2019).

e Desarrollo de una PCR multiplex para diagnéstico de Mycobacterium tuberculosis
multirresistente a antibioticos, por Salim y colaboradores. Para el disefio de esta
PCR multiplex se consideraron diferentes genes que causan resistencia a
antibidticos y las mutaciones que presentan. Se evalud la resistencia mediante la
amplificacion de 3 genes, RIF (rpoB), INH (katG) y EMB (embB). Dentro del

estudio también se menciona que el estudio es eficiente en cuanto a costo, tiempo, y
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que tiene una mayor especificidad y sensibilidad que los métodos fenotipicos. Ellos
obtuvieron los siguientes resultados en un gel de electroforesis (Figura 9 y 10) en

éstos se observan dos bandas cuando presenta dos genes de resistencia y uno cuando

es una resistencia simple (Salim et al. 2019).

Figura 9: Patron obtenido para resistencia simple y maltiple de cepas mltiresistentes utilizando PCR
multiplex (Salim et al. 2019)

Figura 10: Patrén obtenido para cepas resistentes a EMB (Salim et al. 2019)

e Comparacion para la deteccion de resistencia antimicrobiana de la prueba de
sinergia de discos combinados y PCR, por Nusrat y colaboradores. En este estudio
se compard un método fenotipico cuantitativo contra una PCR para identificar cepas
resistentes a metallo beta lactamasas. En los resultados se encontré que la PCR es
una técnica altamente sensible para identificar una resistencia antimicrobiana
(Nusrat et al. 2019).
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JUSTIFICACION

La diarrea mata alrededor de 525,000 nifios menores de 5 afos al afio en el mundo, siendo
la segunda causa de muerte en niflos menores de 5 afios. La diarrea causada por
enfermedades entéricas es un factor de morbilidad y mortalidad mayor a nivel mundial. Se
estima que cada afio se dan de 2 a 4 mil millones episodios de diarrea infecciosa,
especialmente en infantes. Adicionalmente la resistencia antimicrobiana ocasiona que los
tratamientos con antibidticos mas usados se vuelvan ineficientes, y al desconocer sobre la
resistencia se propicia el desarrollo de bacterias resistentes a antibiéticos. Por lo que hoy en
dia se ha vuelto esencial en el tratamiento conocer si el agente causante de infeccion tiene

algun tipo de resistencia antimicrobiana.

El diagndstico o procedimiento de preferencia para identificar el agente etioldgico de una
diarrea infecciosa es un coprocultivo. El resultado de un coprocultivo puede llegar a tardar
hasta 7 dias, el tratamiento para una diarrea aguda debe comenzar 3 dias posteriores al
inicio de los sintomas (12 horas después de la infeccion), por lo que se debe desarrollar un
método de diagndstico méas rapido. El diagndstico por biologia molecular mediante una
PCR brinda resultados en un dia o menos, lo que facilita la deteccion del patdgeno y agiliza
la indicacion del tratamiento. Adicionalmente al identificar si tiene un gen de resistencia a
antibidtico permite conocer un tratamiento mas efectivo para la infeccion. Esta propuesta
de PCR multiplex permite la identificacion de las enterobacterias Shigella spp,
Enterococcus spp, Salmonella spp y E. coli, y de 3 genes para resistencia a antibioticos
comdnmente encontrados en enterobacterias para eficientizar el diagnéstico de diarrea

causada por infeccion
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OBJETIVOS

GENERAL

Realizar un disefio in silico para una PCR multiplex mediante el uso de herramientas
bioinformaticas para proponer el diagnostico molecular de Shigella spp, Enterococcus spp,
Salmonella spp y E. coli y su posible resistencia a antibiéticos beta-lactamicos y

quinolonas.

PARTICULARES

e Mediante una revision bibliografica identificar los genes candidatos para el disefio
de primer que permitan la identificacion especifica de Shigella spp, Enterococcus
spp, Salmonella spp y E. coli.

e Obtener las secuencias de los genes seleccionados en las bases de datos
especializadas

e Hacer uso de diversas herramientas bioinformaticas para llevar a cabo el disefio de
los primers.

e Realizar el andlisis bioinformético de los pares de primers para verificar los
parametros necesarios que garanticen su especificidad, eficiencia y fidelidad.

¢ Realizar una electroforesis in silico para visualizar los resultados posibles de la PCR

multiplex.
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MATERIAL Y METODOS

Busqueda bibliogréfica de genes para
identificacion de los organismos en
bases de datos bibliograficas

!

Seleccion de genes o secuencias de interés

Modificar primer
o elegir otro

A 4

Obtencion de secuencias en formato
FASTA en GenBank

A 4

Obtencion de opciones de primers con
Primer-BLAST

A 4

Elegir primers

A 4

A

No

A\ 4

Verificar especificidad de cadenas y Modificar primer
primers con BLAST 0 elegir otro

l A

Son especificas

Verificaciéon de dimeros con Mdltiple
Primer Analyzer de ThermoFisher

Hay formacion de Si
dimeros

Realizar electroforesis in silico
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RESULTADOS Y DISCUSION

Seleccion de secuencias

Mediante una revision bibliografica se determinaron los genes mas caracteristicos de cada
género. La busqueda bibliografica se realizé en las bases de NCBI, Nature y Springer. Con
los resultados en la basqueda se determinaron los genes a amplificar en la PCR multiplex
para la identificacion de cada organismo y de las resistencias antimicrobianas, asi como los

controles (tabla 5).

Tabla 5: Genes objetivo de amplificado para la identificacion de organismos, resistencia a

antibidticos y controles.

Gen
Shigella spp. Fragmento de genoma
E. coli (enteropatogena) bfpA
Salmonella spp. invA
Enterococcus tuf

Resistencia a beta lactdmicos | Tem-1y blaIMP

Resistencia a quinolonas gnrB
Control negativo Fragmento de cromosoma X de Drosophila melanogaster
Estandar interno 16s rRNA

e Identificacion de Shigella
Los géneros de Shigella y Escherichia comparten una gran parte de su genomay la mayoria
de sus genes, por lo que realizar una PCR mudltiple que los identifique individualmente
requiere la amplificacion de fragmentos que no compartan. Brenner y colaboradores
determinaron que la similaridad de la secuencia entre Shigella y E. coli se encuentra entre
el 80% y 90% dependiendo de la especie (Brenner et al. 1972). El género Shigella es
filogenéticamente un E. coli que posteriormente fue clasificada como especie separada
debido a sus caracteristicas bioquimicas y relevancia clinica. Su identificacion

generalmente se realiza con pruebas bioquimicas y serolégicas; sin embargo, debido a su
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similitud, algunas veces no es posible su diferenciacion por estos métodos (Devanga
Ragupathi et al. 2018).

Para la identificacion de Shigella por PCR, algunos de los genes que se utilizan en ensayos
para su identificacion son el virA y el ipaH. El gen ipaH es un gen que codifica para una
ubiquitina quinasa que regula la respuesta inflamatoria aguda en el hospedero, Vu y
colaboradores desarrollaron un método de identificacion de Shigella mediante la
amplificacion del gen ipaH, encontrandolo en 55 muestras de las 60 analizadas (93%). En
el estudio se propuso la amplificacion de este gen como método de identificacion de este
género, ya que las 4 especies de Shigella lo contienen; sin embargo, también se menciona
que este gen puede encontrarse en E. coli (Vu et al. 2004). Al analizar la secuencia con la
herramienta de BLAST, se encontré un 100% de similitud con algunas cepas de E. coli, por
lo que utilizar este gen para la identificacion no generaria resultados especificos del género,
por lo que se opta por utilizar un fragmento del genoma que no esta relacionado a un gen en

particular.

El gen virA codifica para un factor de virulencia implicado en la diseminacion intracelular.
Cassabone y colaboradores desarrollaron un método de diagnostico por PCR para
identificar Shigella en pacientes con diarrea; encontraron que el gen virA servia para la
identificacion de Shigella. Se disefiaron distintos primers para la identificacion de Shigella
mediante la amplificacion de distintos genes pertenecientes al género Shigella (ial, ipaH,
(Pavlovic et al. 2011)set, sen, y virA). De estos genes se encontrd virA en el 100% de las
muestras (Casabonne et al. 2016). Por otro lado, Villalobo y Torres realizaron una PCR
para identificar Shigella y E. coli utilizando el gen virA. Dentro de la PCR que realizaron

encontraron que VirA se encontraba en ambas especies (Villalobo and Torres 1998).

Debido a la gran similitud de Shigella con E. coli se han desarrollado técnicas para su
diferenciacion a nivel molecular. Pavlovic y colaboradores desarrollaron una PCR duplex
para la diferenciacién de ambas. La PCR que se desarrollé fue una PCR en tiempo real que

determind la presencia de dos genes, lacY y uidA.
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uidA es un gen presente en el género Shigella y E. coli, por otro lado, lacY es un gen
presente exclusivamente en E. coli. Con esos datos se analizaron muestras previamente
identificadas como E. coli y de todos los géneros de Shigella. Para la diferenciacion de los
géneros se determind que si la muestra analizada contenia ambos genes se trataba de E.
coli, por otro lado, si sélo contenia el gen uidA la muestra se trataba de Shigella. Pavlovic y
colaboradores encontraron que todas las muestras fueron positivas para el gen uidA, y de
estas todas las muestras negativas para el gen lacY correspondian a Shigella (Pavlovic et al.
2011).

Por otro lado, Labersli y colaboradores realizaron también una PCR duplex con los genes
lacY e ipaH, en este caso el gen ipaH se encuentra presente en ambos géneros y el lacY
solamente en E. coli. El analisis se realiz6 mediante PCR en tiempo real y dentro de sus

resultados encontraron un 100% de concordancia (Labersli et al. 2016).

e Identificacion de E. coli
E. coli es una bacteria saprofitica del intestino que causa diarrea; sin embargo, existen
distintas cepas que pueden causarla; la mas comun es la cepa enteropatdégena (EPEC). Para
la identificacion de E. coli se amplifico un fragmento del gen bfpA, éste codifica para la
subunidad estructural principal del pilli formador de haces, este gen es exclusivo de la cepa
enteropatdgena, por lo que un resultado positivo indica que se trata de esta cepa en
particular. Shimu y colaboradores realizaron un analisis de las deposiciones de pacientes
con diarrea para identificar Shigella, Salmonella y E. coli, dentro del cual diferenciaron E.
coli EPEC utilizando el gen bfpA. Encontraron que realizar una PCR para el gen bfpA, para
identificar las E. coli, EPEC resultaba mas econdémico y requeria un menor tiempo que el
diagnostico tradicional (Shimu et al. 2013). Con el uso de este gen también se evitan falsos
positivos debido a que no se identificara cualquier otro tipo de E. coli que pueda

encontrarse en la muestra.

e Identificacion de Enterococcus
El gen tuf fue utilizado para identificar el patdogeno Enterococcus, éste es el factor de

elongacion tu. Este gen esta conservado en el género, por lo que su amplificacion permite la
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identificacion especifica del género (Ois Picard et al. 1999). Ke y colaboradores
desarrollaron en 1999 una PCR para identificar Enterococcus a nivel de género, mediante la
amplificacion del gen tuf, ya que previamente el diagndstico molecular sélo incluia a las
especies clinicamente relevantes. La secuencia de tuf se encuentra en todas las especies de
Enterococcus; sin embargo, en algunas especies tiene variaciones en la secuencia. A pesar
de lo anterior, hay regiones que se comparten, por lo que se debe elegir como blanco de
amplificacion una parte de esta secuencia (Ke et al. 1999). Para este disefio se verifico que
la cadena amplificada se encontrara en las diferentes especies de Entrococcus que se

encuentran en la base de datos de GenBank.

e Identificacion de Salmonella
Para la identificacion de Salmonella se utilizé el gen invA que codifica para la proteina de
invasion A. Este gen es propio del género Salmonella y se encuentra dentro del locus que
permite la entrada de Salmonella a las células epiteliales. Su amplificacion permite la

identificacion especifica de este género.

Rahn y colaboradores identificaron el género de Salmonella mediante una PCR que
amplificaba el gen invA, encontrando el amplificado en todas las especies estudiadas, a

excepcioén de dos cepas de S. litchfield y dos cepas de S. senftenberg. (Rahn et al. 1992)

e Control interno
Por otro lado, el control interno que se utilizo fue 16s rRNA, ésta es una region conservada
en todas las bacterias, por lo que amplificara en el caso de existir cualquiera bacteria dentro
de las muestras. El control interno se utiliza como un control positivo, ya que siempre debe
amplificar cuando se encuentren bacterias en la muestra. ElI gen 16s rRNA se utiliza
frecuentemente como control interno y adicionalmente existen bases de primers para su
amplificacion. El par de primers para este gen se tomd del articulo de Lu y Pandit en el que
se establecen primers universales para la identificacion de esta secuencia (Lu et al. 2000;
Pandit et al. 2005). De esta manera se asegura que la secuencia se amplificara
correctamente bajo las condiciones especificadas, ya que ha sido utilizado en diferentes

ocasiones. Adicionalmente, su amplificacion permite conocer si se esta llevando a cabo una
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infeccion. Si este fragmento se amplifica, pero no se observa la amplificacion de otro
fragmento se puede determinar que hay bacterias en la muestra, y se pueden descartar las
bacterias dentro de esta PCR multiplex (Pandit et al. 2005).

e Identificacion de resistencia a beta lactamasas
Para la enzima de la beta lactamasa se utilizaron los genes Tem-1 y blaIMP. Existen
distintos genes que brindan resistencia a los antibioticos beta lactdmicos (Hu et al. 2019).
Identificar una resistencia a algun antibiotico con s6lo un gen resulta inespecifico, ya que el
patdgeno puede presentar la resistencia debido a un gen diferente al estudiado, por lo que
realizar el analisis de la resistencia con mas de una familia de genes aumenta la posibilidad

de determinar la resistencia mediada por genes.

El gen Tem-1 codifica para una beta lactamasa de espectro extendido. Es uno de los genes
con mayor prevalencia en bacterias resistentes a antibioticos, especialmente en E. coli
(Samaha-kfoury and Araj 2003). EIl gen blaIMP codifica para una metalo beta lactamasa
que brinda resistencia a los antibidticos beta lactdmicos (Bunney, et al 2017). Se ha
identificado en distintas enterobacterias, por lo que es un gen de interés al analizar la
resistencia de antibioticos beta lactamicos. Es un gen de resistencia que surgid
recientemente, y se ha encontrado en varias bacterias Gram negativo, como lo son las

enterobacterias (Galani et al. 2008).

¢ Identificacion de resistencia a quinolonas
Para la resistencia a la quinolona se utilizo el gen gnrB, los genes gnr son una familia que
proporciona resistencia a las quinolonas. ElI gen gnrB se ha encontrado en diversos
plasmidos en bacterias resistentes a quinolonas en enterobacterias. Su amplificacion
permite conocer si la bacteria presenta la resistencia a este antibidtico (Yan et al. 2017).
Migma et al identificaron bacterias resistentes a las quinolonas mediante la identificacion
por PCR de genes de la familia gnr. Aislaron los genes gnrA, gnrS y gnrB de cepas
resistentes a quinolonas. Dentro de los resultados encontraron que el gen gnrB es el que
presentaba mayor prevalencia dentro de las muestras analizadas. Adicionalmente

encontraron una relacién entre la presencia de genes gnr y genes de resistencia a beta
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lactamicos de amplio espectro, lo que indica que los genes estan relacionados en las
bacterias multirresistentes (Migma et al. 2008). Debido a que la PCR esté disefiada para la
identificacion de enterobacterias se decidid utilizar el gen gnrB para la identificacion de la

resistencia.

Obtencion de secuencias

Se identificaron los genes de cada género en la pagina de GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) como se muestra a continuacion en la figura 11:

Nucleotide v linvA|

Create alert  Advanced

Summary ~ 20 per page~ Sort by Default order - Send to: =

See invA EscVYsc\WiHrcW family type [l secretion system export apparatus protein in the Gene
database
inva reference sequences Protein (1)

ltems: 1 to 20 of 255843

Page |1 of 12783 Mext = Last==

Salmonella typhimurium InvA (invA) gene,_complete cds
1. 2,176 bp linear DNA

Accession: MO0846.1 Gl 154154

Profein PubMed Taxonomy

GenBank FASTA Graphics

Salmonella enterica subsp. houtenae strain ATCC 43974 InvA (invA) gene, complete cds
2. 2058 bp linear DNA

Accession: MK0D17942.1 Gl: 1583088039

Frotein Taxonomy

GenBank FASTA Graphics PopSet

Figura 11: Captura de pantalla de GenBank con los resultados para el gen invA para la identificacion de
Salmonella. Se muestra la barra de blsqueda y los resultados con los secuencias con las que se cuenta para la
solicitud.
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Una vez elegidos los genes a utilizar se obtuvo la secuencia en formato FASTA para el
disefio de los primers. En la Figura 5 se muestra un ejemplo de la secuencia FASTA que se

obtuvo.

FASTA~

Salmonella enterica subsp. houtenae strain ATCC 43974 InvA (invA) gene,
complete cds

GenBank: MK017942 1
GenBank Graphics PopSet

»MK@17942.1 Salmonella enterica subsp. houtenae strain ATCC 43974 InvA (invA) gene,
complete cds
GTECTGCTTTCTCTACTTAACAGTGCTCGTTTACGACCTGAATTACTGATCCTGATACTAATGGTGATGA
TCATTTCTATGT TCATCATTCCATTACCTACCTATCTGOTTGATTTTCTGATCGCACTAAATATCGTACT
GECGATTTTAGTGTTTATGEGGETCATTCTACATTGACAGAATCCTCAGTTTTTCAACGTTTCCTGCGETA
CTETTAAT TACAACGCTCTTTCGTCTGGCATTATCGATCAGTACCAGTCGTCTTATTTTGATCGAAGCTSG
ATGCCGEEGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAATTCGTTATTGGCGATAGCCTGGLGETGGGTTTTGTTGT
CTTCTCTATTGT CACCOTGETCCAGTTTATCGTTATTACCAAAGGTTCAGAACGLAGTCGCGGAAGTCGCG
GCCCGATTTTCTCTGGEATGGTATGCCCGATAAACAGATOAGTATCGATGCCOATTTGAAGGCCGGTATTA
TTEATGCGGEATOCCGCGCECGAACGACGAAGCGTACTGOAAAGEEAAAGCCAGCTTTATGETTCCTTTGA
COGTGCOATGAAGTTTAT CAAAGGTGACGLCATTGLCOOCATCATTATCATCTTTGTGAACTTTATTGGL
GETATTTCGGTGGEGGATGACCCGCCATGETATGEATTTATCCTCCGCTCTATCTACTTATACCATGCTGA
CCATTGETGATEGTCTTETCOC CCAGATCCCCOUATTOT TGATTGCGATTAGTGCCGGTTTTATCGTGALC
TCECETCAATGOCGATAGCGATAATATGGEGC GEAATAT CATGACGCAGCTGTTGAACAACCCATTTGTA
TTGGTTGTTACGGCTATTCTGACCATCTCAAT GEGEACT CTGCCGEEAT TCCCGCTECCAGTTTTTGTTA
TTCTEGCGETEETTTTAAGCGTGCTCTTCTATTTTAAAT TCCGTGAAGCAAAACGTAGCGCCGCCAAGCC
TAAAACCAGTAAAGGCOAGCAGCCOCTCAGTATTGAGGAAAAAGAAGGAACGTCGTTAGGACTGATTGGL
GATCTCGATAAAGTCTCTACAGAGACCGTACCTTTGATATTACTGGTGC CGAARAGTCGACGTGAAGATT
TEEAGAAAGCGCAGCTTECGEATCOTTTACGTAGCCAGT TCTTTATTGACTATGATETGCECTTGLCGGEA
GETATTATTACGCGATOOTGAGOGCATGAGCGATAACAGCATTGTATTGTTGATTAATGAGATCCGTGTT
GAACAATTTACGGTCTACTTTGATTTGATGCGCATGATARATTATTCAGATGAAGTCOCTTCCTTTGECA
TTAAT CCAACGACCTATCATCAAGGTAGTAGTCAGTATT TCTGGGTAACGCATGAAGAAGGAGARAAACT
TCEGEAGCTTGETTACGT GCTGCGAAATGCGCTTGACGAGCTTTATCATTGTCTGGCGGETGACACTCGCG
COTAACGTCAATGAATATTTCGGTATTCAGGAAACALAACATATGCTGGATCAGETGOAGGCGARATTTL
CTEATTTACTTAAAGAAGTGCTCAGACATECCACGATGCAACGTATCTCTGAAGTTTTGCAGCGTTTGETT
AAGCCAACGTETTTCCOTGCATAATATGARATTAATTAT GGAAGCGCTCGCATTATEEECACCAAGAGAA
AAAGACETTATTAACCTTGTGEAACATATTCETGGAGCAATGECGCETTATATCTGCCATAAATTCGCCA
ATGGCGETGAAT TACGAGCAGTAATGGTATCAGCTGAAGTTGAGGATATTATTCGCAAAGEGATCCGTCA
GACCTCTGECAGTACCTTCCTCAGTCTTGAAC CEGAGGCCTCCGCTAATTTGATGGATCTCATTACGCTT
AAGCTGEATGAT TTATTGATCGCACATAAACATCTTGTCCTCCTTACGTCTGTTGATGTCCGCCGATTTA
TTAAGAAGATGAT TGAAGGTCGTTTTCCGGATCTGRAGGTTTTGTCTTTCGOTGAAATAGCAGATAGCAL
GTCAGTAAATGTCATAAARACAATATAA

Figurall: Resultado de FASTA de la secuencia utilizada para la identificacion de Salmonella

La secuencia FASTA (Figura 11) muestra la secuencia de nucledtidos en direccion 5” a 3’

del gen seleccionado. Con esta secuencia se prosigue al paso del disefio de primers.

Disefio de primers

El disefio de primers se realizd en Primer-BLAST. Primer-BLAST se basa en Primer3 para
disefiar la cantidad de primers solicitados, adicionalmente analiza las secuencias arrojadas

mediante BLAST para verificar la especificidad de los primers. Posteriormente utiliza un
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algoritmo para determinar que los primers no tengan complementariedad. En caso de no
cumplir con los requisitos se analiza otra secuencia hasta que todas las secuencias

solicitadas cumplan con las especificaciones (Jian et al. 2012).

Se introdujo la secuencia y se eligio la longitud del amplificado de acuerdo con el tamafio
de los genes. Para que se pueda realizar el analisis de la PCR es necesario que los
amplificados tengan una longitud diferente. Durante el disefio se especifico la longitud
aproximada que deben tener los amplificados para que la lectura no sea confusa, como se
observa en la figura 13, resaltado en amarillo, la herramienta permite especificar la longitud

deseada del producto.

Reset page Save search parameters Retrieve recent results  Publication  Tips for finding specific primers

PCR Template

Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq rec

is preferred) & Clear Range

-

From To
= Forward primer &  Clear

Reverse primer
i

Seleccionar archive |Ningun archive seleccionado

Primer Parameters

Use my own forward primer ] Cl
(5°>3" on plus strand) = <
Use my own reverse primer ) Clear
(5°-=3" on minus strand) -

Min Max
PCR product size 290 310
# of primers to return 10

Min Opt Max Max Tm difference
Primer melting temperatures 570 60.0 63.0 3 (%]

(Tm)

Figura 13: Captura de pantalla de Primer-BLAST. Se observa, en las casillas marcadas con amarillo, la
especificacion del intervalo de longitud del producto de PCR deseado para la identificacion de Salmonella.
Resaltado en amarillo se indican las casillas para especificar la longitud del producto de PCR Tomada el 15
de octubre de 2019.

Como se muestra en la figura 12, esta herramienta permite especificar las caracteristicas de
los primers. Dentro de las caracteristicas que se pueden determinar son: Tamafo del

amplificado, Tm de los primers y especificar el primer a utilizar.

Cuando la diferencia de la longitud es minima los resultados no son claros al correrlos en
un gel de electroforesis. Los marcadores de peso cominmente utilizados son de 100 bp, por

lo que una diferencia aceptable entre las longitudes de los amplificados es de alrededor de
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100 bp. De esta manera se selecciond la longitud aproximada de los amplificados para el

disefio de la PCR multiplex y se disefiaron los primers con la especificacion del

amplificado.

Para elegir la longitud de los amplificados, primeramente, se considero la longitud del gen

del que se obtuvo el amplificado. Con estos datos se determino el orden en que se espera se

encuentren en el gel de electroforesis (Tabla 6).

Los primers obtenidos son los siguientes:

Tabla 6: Primers obtenidas para amplificacion y sus caracteristicas fisicoquimicas. La Tm de mayor

valor es de 67.0°C y la de menor valor es de 61.9°C, con una diferencia de 5.1°C

Tamafo del | Gen Tm | Primer | Secuencia de primer
amplificado (°C)
Shigella spp. 71 bp ipaH 62.9 | Forward | GACCATGCTCGCAGAGAAAC
64.9 | Reverse | CTCCCGACACGCCATAGAAA
544 lacY 62.9 | Forward | GGGAGCCTACTTCCCGTTTT
64.3 | Reverse | GTTGGCACCTACCGCATTG
E. coli 132 bp bfpA 62.9 | Forward | GGGAGCCTACTTCCCGTTTT
64.3 | Reverse | GTTGGCACCTACCGCATTG
Salmonella spp | 188 bp invA 64.0 | Forward | ACTATTCAGGGATGCGCCAG
64.2 | Reverse | GGACAGCGCTTGAAATGCTT
Tem-1 448 bp Tem-1 66.3 | Forward | TGAGAGTTTTCGCCCCGAAG
64.2 | Reverse | TTGTTGCCGGGAAGCTAGAG
gnrB 247 bp gnrb 63.7 | Forward | GTGAAAGCCAGAAAGGGTGC
65.0 | Reverse | ACGACTTTCGAAAAATTGGCGT
Drosophila 413 bp Fragmento 61.9 | Forward | CACTTACCTCACTGACCGCA
Melanogaster cromosoma X 67.0 | Reverse | TGCATGGATGCGTGTCTTCA
Enterococcus | 336 bp tuf 63.6 | Forward | GACAAGTTCGCGTTGGTGAC
Spp. 63.4 | Reverse | AAGCACCGATGTTATCGCCT
16s rRNA 201 bp 16s rRNA 65.9 | Forward | AGGAGGTGATCCAACCGCA
63.6 | Reverse | AACTGGAGGAAGGTGGGGAT
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Andlisis de composicion de primers

Las opciones de primers, asi como su TM y %GC se obtuvieron mediante el uso de Primer-
BLAST. Con las especificaciones de esta herramienta se puede obtener una serie de pares
de primers que cumplan con las especificaciones sefialadas que se adecuen a las
necesidades de la PCR. En la figura 13 se observa que dentro de los resultados se incluyen
los valores de TM y %GC.

©Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'-»3") Template strand Length Start Stop Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CGCTGGATGTGCCTGACTAT Plus 20 21 40 59.88 55.00 2.00 2.00
Reverse primer CCCTGACGTGGAACTTGTCA Minus 20 182 163 59.89 5500 4.00 3.00

Product length 162
Primer pair 2

Sequence (5'->3') Template strand Length Start Stop Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer ACTATTCAGGGATGCGCCAG Plus 20 36 55 59.8955.004.00 1.00
Reverse primer CTCGTCGAGCAGGGATGAAA Minus 20 131 112 59.8355.007.00 0.00

Product length 96
Primer pair 3

Sequence (5'-»3') Template strand Length Start Stop Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CTATTCAGGGATGCGCCAGA Plus 20 37 56 59.6155.00 4.00 2.00
Reverse primer GCGACAGCGCTTGAAATGCTT Minus 20 223 204 59.76 50.00 6.00 3.00

Product length 187
Primer pair 4

Sequence (5'->3") Template strand Length Start Stop Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GTTTTCATCCCTGCTCGACG Plus 20 110 129 5928 5500 4.00 3.00
Reverse primer TCACGTGGAACTTGTCACCG Minus 20 179 160 60.53 55.00 4.00 2.00

Product length 70
Primer pair 5

Sequence (5'->3') Template strand Length Start Stop Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer ATTTGCCGGTGACAAGTTCC Plus 20 154 173 59.04 50.00 4.00 0.00
Reverse primer ATCCGGACAGCGCTTGAAA Minus 19 227 209 60.0052.63 6.00 2.00

Product length 74
Primer pair 6

Sequence (5'-»3') Template strand Length Start Stop Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CACCTCAGTCTCAGGGCAAAT Plus 21 135 155 60.0052.387.00 2.00
Reverse primer AATCCGGACAGCGCTTGAA  Minus 19 228 210 60.0052636.00 3.00

Figura 14: Captura de pantalla de los resultados de primers de Primer-BLAST para Salmonella. Los
resultados indican la secuencia, la longitud del producto de PCR, la longitud del primer, el %GC y la Tm.
Tomada el 9 de septiembre de 2020.

Las opciones de primers que arroja la herramienta de Primer-BLAST se generan de acuerdo
con los parametros especificados dentro del formulario. A partir de las opciones que arroja

la herramienta se eligen los que mejor se adapten a los parametros de la reaccion.
54



Adicionalmente se verifica que no formen dimeros, en cuyo caso se debe elegir otro juego
de primers. Los pardmetros a considerar para la eleccion de primers son la Tm, ya que la
diferencia entre los oligos no debe ser mayor a 5°C, el %GC, y que no tengan
complementariedad. Primer-BLAST verifica que los primers arrojados como opciones no
presenten complementariedad; sin embargo, debido a que se trata de una PCR multiplex las
opciones de primers pueden tener complementariedad con los primers de los otros

amplificados.

Los parametros utilizados para el disefio y evaluacion de primers fueron los siguientes
(Tabla 7).

Tabla 7: Parametros establecidos para la obtencion de primers en Primer-BLAST

Parametro Valor
Longitud de primers 15-25 pb
Tm 57-63°C
Concentracion de primers .05 uM

Concentracion de sales 50 mM

Anélisis de dimeros
Posteriormente se comprobd que no formaran dimeros mediante el programa Multiple

Primer Analyzer de ThermoFisher, con el que se comprobd gque su formacion era negativa.

En la figura 15 se observa que no se encontraron resultados para formacion de dimeros.
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Results for primer dimer detection. To export the results: select all (Cirl-A), copy (Cirl-C) and paste (Cirl-V)

Self-Dimers:

Crogs Primer imers:

Figura 15: Captura de pantalla del resultado ThermoFisher Multiple Primer Analyzer para los primers
disefiados. Tomada el 15 de octubre de 2019.

El programa Multiple Primer Analyzer de ThermoFisher utiliza los datos termodinamicos
obtenidos por Breslauer et al en 1986, en donde caracterizaron termodinamicamente las
interacciones de los pares de bases en cadena doble. Con los resultados obtenidos se
desarrollaron férmulas termodindmicas que permiten predecir la estabilidad de la doble

hélice conociendo la conformacion de una cadena simple (Breslauer et al. 1986).

Anélisis de especificidad

Para comprobar que las secuencias amplificadas y los primers fueran especificos se utiliz6
la herramienta de BLAST. Mediante el alineamiento se puede conocer que las secuencias
amplificadas corresponden al organismo de interés y que los primers no amplifiquen con
otras secuencias, formando falsos positivos. En el caso de los organismos y de los controles
se encontrd que las secuencias amplificadas son exclusivas de los organismos de interés,

por lo que se elimina la posibilidad de productos no especificos.

Debido a que para Salmonella, Shigella y Enterococcus se requiere identificar el género, se
verificd que en los resultados de BLAST se encontraran las distintas especies de los
géneros. En el caso de E. coli, se verificd que solo se obtuviera coincidencias con las cepas

enteropatdgenas, debido a que ésta conforma parte de la microbiota (Guillaume Dalmasso
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2015). Si se disefiaran los primers para todas las especies se encontraria siempre un valor
positivo y no permitirian conocer el verdadero origen del padecimiento.

Para la resistencia antimicrobiana en el andlisis con BLAST se buscd que los primers
tuvieran similitud con varios organismos, como se observan en la figura 16. Si sélo se
identifica en un género o especie el disefio de la PCR pierde la capacidad de identificar la

resistencia en cualquiera de los organismos para los que se disefio.

Rathore y colaboradores realizaron una PCR multiplex para la identificacion de genes de
resistencia a antibidticos en distintas cepas de S. aureus. Para esto primeramente realizaron
la caracterizacion fenotipica y la confirmaron mediante biologia molecular. Para la
identificacion de la resistencia a antibioticos realizaron una PCR para distintos genes de
resistencia a diversos antibidticos, posteriormente realizaron la prueba de resistencia
fenotipica en medio de cultivo con discos Kirby-Bauer de antibiético. Encontraron que de
12 cepas que presentaban el gen de resistencia meticilina, s6lo 11 presentaban la resistencia
fenotipicamente. Encontraron que la identificacion molecular para la deteccion de genes de
resistencia es mejor que la prueba fenotipica (Rathore et al. 2018). Por lo que el tener el gen
de resistencia no implica que la cepa presente la resistencia; sin embargo, es muy probable
que la presente fenotipicamente. Por otro lado, debido a la gran cantidad de genes de
resistencia a antibidticos que se han desarrollado, el no tener un gen de resistencia a
antibidtico no implica que la cepa no sea resistente, ya que puede tener resistencia brindada

por un gen no analizado molecularmente.

En el caso de tem-1 el analisis de BLAST del amplificado indica que tiene una alta
similitud (>99%) con una gran cantidad de patdgenos y que cumple con lo que se buscaba
Adicionalmente el alineamiento de los primers es positivo con las bacterias de interés. De
esta manera se asegura que la amplificacion se llevara a cabo de manera correcta y no
formara productos inespecificos. Al analizar las cadenas con una similitud menor al 100%
se verifico que los nucleétidos que no correspondian dentro de andlisis no se encontraban
en los primers y no causaran deleciones o inserciones. De esta manera Se asegura que, a

pesar de tener una diferencia en la secuencia de nucleétidos, el tamafio del amplificado sera
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igual en cualquier organismo en el que se identifique el gen de resistencia. Por otro lado, la
verificacion permite saber que se podra conocer si el organismo en la muestra presenta la

resistencia

Para tem-1 el anélisis de BLAST dio positivo con un 100% de similitud en una gran
cantidad de bacterias, como se observa en la figura X. Con este resultado se puede afirmar
que si la bacteria presenta este gen sera identificado por la PCR. Es necesario que el
alineamiento dé positivo con varias especies, ya que de esta manera se asegura que la

resistencia sera detectada independientemente de la especie que se analice.

Description e | i) | @l = Rl Accession
Score Score Cover wvalue Ident

Klebsiella pneumoniae strain HKP0018 plasmid pHKP0018.2, complete sequence 401 401 100% 0.53 100.00% CP081064.1
Klebsiella pneumoniae strain HKPO087 plasmid pHKPOO67.2, complete sequence 401 401 100% 053 100.00% CP0O610551
Cloning_vector pcDNA3 1/ICUE3, complete sequence 401 401 100% 053 100.00% MT8007781
Cloning_vector pcDNA3 1/AKAR, complete sequence 401 401 100% 0.53 100.00% MT800777.1
Leclercia adecarboxylata strain 16400 chromosome 401 401 100% 0.53 100.00% CP060824.1
Klebsiella pneumoniae strain 25 CARB A plasmid pKP25CA-KPC,_complete sequence 401 401 100% 0.53 100.00% MT571488.1
Salmonella enterica strain s21 plasmid pS21, complete sequence 401 401 100% 053 100.00% MT316184.1
Escherichia coli strain CE1681 plasmid pCE1681-D, complete sequence 401 401 100% 053 100.00% MT1804331
Escherichia coli strain CE1537 plasmid pCE1681-B, complete sequence 401 401 100% 0.53 100.00% MT180431.1
Raoultella ornithinolytica strain 193104922 plasmid p104922-NDM, complete sequence 401 401 100% 053 100.00% MT062912.1
Pasteurella multocida strain Ban-Pl7 chromosome 401 401 100% 0.53 100.00% CP0527651
Pasteurella multocida strain Ban-PlM4 chromosome 401 401 100% 053 100.00% CP0527641
Citrobacter freundii strain MGHZ283 plasmid unnamed1, complete sequence 401 401 100% 053 100.00% CP0OB06551
Cloning_vector pGPS-ArPi-Cre-Amp, complete sequence 401 401 100% 053 100.00% MNG87827 1
Cloning_vector pGPS-ArPi-Dre-Amp, complete sequence 401 401 100% 053 100.00% MNGE87826.1
Cloning vector pGPS-ArPi-Flpe-Amp, complete sequence 401 401 100% 0.53 100.00% MMNB87825.1
Cloning_vector pGPS-LaPi-Flpe-Amp, complete sequence 401 401 100% 053 100.00% MNB87820.1
Escherichia coli strain 253 plasmid p253, complete sequence 401 401 100% 053 100.00% MTE482881
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Derby strain $A1982 plasmid unnamed, complete se 401 401 100% 053 10000% MT5131021

Figura 16: Resultados de BLAST del primer Reverse para TEM-1. En la figura se observa que la identidad es

del 100% con distintos géneros de microorganismos patégenos. Tomada el 16 de septiembre de 2020.

De igual manera, para el gen gnrB se introdujo la secuencia a amplificar en la herramienta
de BLAST vy se verifico que amplificara en los diversos organismos de interés. Se obtuvo
un 100% de similitud con varias especies, lo que indica que se puede utilizar para
identificar la resistencia a quinolonas en distintos organismos. Esto es igualmente necesario
para asegurar la identificacion de la resistencia en cualquier especie.
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Para verificar adicionalmente que los primers fueran especificos para cada producto a

amplificar se introdujo la secuencia complementaria al primer en la herramienta de

BLAST. Con este alineamiento se buscé comprobar la especificidad de los primers,

obteniendo resultados positivos de 100% de identidad para los organismos en cuestion. De

esta manera se asegura la especificidad de los primers y se evita la formacion de productos

inespecificos. Como ejemplo en la figura 17 se muestra el alineamiento del primer Reverse

para Salmonella, en la que se observa que los alineamientos obtenidos coinciden al 100%

con el género de Salmonella

Description

Salmonella enterica strain FDAARGOS_711 plasmid unnamed

Salmonella enterica subsp.

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium strain SL7207 plasmid pSL7202-1, comf,

enterica serovar Typhimurium strain S§2017 plasmid pS$2017-1, com)

Salmonella enterica subsp

enterica serovar Paratyphi C strain 07-0715 plasmid unnamed, comple

Salmonella enterica subsp

anzonae serovar 13:9,z51:- strain 2009K0867 chromosome, complete

Salmonella enterica strain 2014K-0203 chromosome, complete genome

Salmonella enterica strain 2014K-1020 chromosome, complete genome

Salmonella enterica subsp.

arizonae serovar 41.z4 z23:- strain 2016K-0011 chromosome, complet

Salmonella enterica subsp

enterica serovar Typhimurium strain OLF-FSR1_WB_Gull_ST-29 plasn

Salmonella enterica subsp

enterica serovar Typhimurium strain OLF-FSR1_WB_Junco_ST-35 pla:

Salmonella enterica subsp

Salmonella Enteritidis

Salmonella enterica subsp.

. enterica serovar Typhimurium strain OLF-FSR1_WB_Sparrow_ST-87

enterica serovar Typhimurium strain OLF-FSR1_WB_Hawk ST-33 plas

Salmonella enterica subsp

enterica serovar Typhimurium strain ST56 plasmid pST56-2, complete

CECECN<ECE<E<H<N<N<E<NN<N<N<]

Salmonella enterica subsp

enterica serovar Ententidis strain SES5 plasmid pSE95-2, complete set

Max

40.1
40.1
40.1
40.1
40.1
40.1
40.1

40.1
40.1
40.1
40.1
40.1
40.1

40.1

Total
Score Score

40.1
401
401
401
40.1
40.1
401
401
401
40.1
401
401
401
401
40.1

Query
Cover

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

100%

E
value

0.53
053
053
0.53
0.53
0.53
053
053
0.53
0.53
053
053
053
0.53
0.53

Per.
Ident

100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%
100.00%

100.00%

Figura 17: Resultados de BLAST para la secuencia GGACAGCGCTTGAAATGCTT (reverse

Salmonella). En los resultados arrojados se encuentra Salmonella con 100% de identidad Tomada el 07 de

Septiembre del 2020.

Accession

CP055131.1
CP053866.1
CP053871.1
CP053399.1
CP053401.1
CP053409.1
CP053584 1
CP053321.1
CP051287.1
CP051281.1
CP051277 1
LR794377 1
CP051268.1
CP050741.1

CP050718.1

primer de
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Evaluacion por electroforesis in silico

Para verificar que los productos pudieran ser evaluados se realiz6 una electroforesis in
silico, obteniendo los siguientes resultados. La electroforesis se realizd en el software de
SnapGene (Figura 18) en la que se puede obtener una simulacién de un gel de agarosa y

permite seleccionar un marcador, y la concentracion y composicion del gel.

Mw 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 MW

50—

Figura 18: Electroforesis in silico de los amplificados obtenidos. En el carril 1 se encuentra el gen tuf, en el
carril 2 el gen lacY, en el carril 3 el gen ipaH, en el carril 4 el gen invA, en el carril 5 el gen BlalMP, en el
carril 6 el gen Tem-1, en el carril 7 el gen bfpA, en el carril 8 el gen gnrB, en el carril 9 el control negativo del
cromosoma X de Drosophila melanogaster, y en el carril 10 el control positivo del gen 16srRNA. La
concentracion de agarosa es de 3.5, con una simulacion de una hora. Se utilizaron dos marcadores de peso, a
la izquierda uno de 500bp y a la derecha otro de 25 bp.
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Para comprobar que en caso de que se presentaran varios patdgenos y resistencias en una
sola muestra se pudieran diferenciar las bandas se realizé la electroforesis simulando una
muestra con todos los posibles resultados (Figura 19). En esta se encontré que con las
condiciones de la corrida electroforéticas las bandas se definen claramente y no se

sobrelapan.

500
400—
300—
2507

b
200
175j:
150
1257
100 —

75—

50—

Figura 19: Electroforesis in silico de los amplificados obtenidos en un solo carril. Se utilizé un marcador de
peso de 500 bp, en el primer carril y otro de 25 bp en el Gltimo carril. La concentracion de agarosa fue de
3.5% y se simulé a 1 hora. En el carril 1 se encuentran los fragmentos de los patdgenos y genes de resistencia

de interés y en el carril dos se encuentra cdmo se observaria el control negativo en caso de presentarse.

Para la elaboracion de la electroforesis in silico se introdujeron las secuencias amplificadas
en la herramienta de SnapGene como se muestra en la figura 20. Una vez que se tuvieron

delimitados todas las secuencias se obtuvo la electroforesis in silico. (Figura 18).
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Figura 20: Captura de pantalla del software Snapgene en la que se muestra la delimitacion de la secuencia de

interés por los primers (morado) para el gen ipaH.

En la figura 20 se observan las secuencias de corte para enzimas de restriccion, asi como

caracteristicas del fragmento amplificado, en este caso se indica que el amplificado tiene

una longitud de 71 bp, y se indica la localizacion de los primers.

Las herramientas utilizadas durante la elaboracién permiten obtener una prediccion del

comportamiento de la reaccion y de los resultados. De esta manera se pude tener mas

seguridad de que los primers funcionaran para el diagndstico.
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CONCLUSIONES

Se realiz6 el disefio de una PCR multiplex para la identificacion de Shigella spp,
Enterococcus spp, Salmonella spp y E. coli para la resistencia a antimicrobianos beta-
lactamicos y quinolonas. Se utiliz6 como control negativo un fragmento de cromosoma X
de Drosophila melanogaster y como control interno el gen 16s rRNA. Se obtuvieron 9
pares de primers que permiten la identificacion de las enterobacterias mencionadas y la
identificacion de los genes Tem-1, blaIMP y gnrB, que codifican para enzimas que dan

resistencia a antibidticos beta lactdmicos y quinolonas.

Con el software de SnapGene se realiz6 una electroforesis in silico, Las especificaciones de
ésta (concentracion de agarosa 2% y marcador de 500 pb) permiten conocer a qué

corresponde el fragmento amplificado.

Con este trabajo se propone un método de diagnostico para enterobacterias mas econoémico
y rapido. Esto permitira el diagndstico de Shigella spp, Enterococcus spp, Salmonella spp y
E. coli, asi como de resistencias a antibiéticos beta lactdmicos y quinolonas. De esta

manera se facilita el diagnostico de infecciones que causan diarrea.
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