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MLST Multilocus Sequence Typing

MT Membrana Timpanica

Oca Oligomeric coiled-coil adhesins



OMPS Integral Outer Membrane Proteins

OM Otitis Media

OMP CD Outer Membrane Protein CD

PCR Polymerase Chain Reaction

PRRs Pattern Recognition Receptors

rRNA ribosomal Ribonucleic Acid

RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism
TCA Tricarboxilic Acid

TFP Type IV Pili

TLRs Toll Like Receptors

TPS Two Partner Secretion pathway

USPAS Ubiquitous Surface Protein A Proteins
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1. RESUMEN

Moraxella catarrhalis es un patdgeno oportunista del humano,3? diplococo Gram
negativo, que causa infecciones del tracto respiratorio superior en nifios e inferior
en adultos.?® Diversos estudios epidemioldgicos indican que los aislados de
M. catarrhalis son genéticamente diversos y como consecuencia se han descrito
dos linajes filogenéticos distintos.® El primero es el serosensible, se caracteriza por
moderada virulencia y lo componen cepas que son sensibles al complemento, estos
aislados contienen el gen 16S rRNA con un patrén de restriccion clasificado como
tipo 2y 3. El otro linaje es llamado seroresistente y se caracteriza por estar asociado
con mayor virulencia, por su resistencia al complemento. Este tipo de cepas
presentan 16S rRNA con un patron de restriccion tipo 1.267 En México, M. catarrhalis
no es considerada como un patégeno por lo tanto, no se ha descrito nada acerca
del tipo de linaje que esta presente entre los aislados de muestras clinicas que
infectan a nifios y adultos. El objetivo de este trabajo fue identificar los linajes
seroresistente y serosensible en aislados clinicos de M. catarrhalis, mediante
Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccién (RFLP), para determinar
su prevalencia en poblacion mexicana. Se obtuvieron aislados de M. catarrhalis
provenientes de exudados faringeos de 32 pacientes; de los cuales se realizo la
extraccion de DNA y la determinacion del linaje mediante PCR y RFLP. EI 68.8% de
los aislados fue PCR positivo para el gen 16S rRNA y el 31.2% alguna (s) de sus
clonas no amplifico el gen. De acuerdo al patrén de digestién por el RFLP 22
pacientes en los que se identific6 un solo linaje el 9.1% corresponde al
seroresistente, del cual el 100% fueron nifios; el 86.4% fue serosensible, del cual el
57.9% fueron adultos y el 42.1% nifios y el 4.5% fue indeterminado. De los 32
pacientes el 31.2% presentaron infeccion mixta en cualquiera de las siguientes
combinaciones serosensible/seroresistente el 20%, serosensible indeterminado
10%, seroresistente/indeterminado 60%. Por otro lado el unico paciente que fue
indeterminado corresponde a un nifo de 6 afios. El linaje serosensible fue el mas
prevalente en toda la poblacién; el seroresistente tiene alta prevalencia en nifios.
Se identificod infeccion mixta, presentando mas de un linaje en un mismo paciente

asi como linaje indeterminado lo cual resulta interesante seguir estudiando para
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analizar el grado de patogenicidad que puede estar causando. En la poblacion de
México se encontraron aislados de M. catarrhalis virulentos, por lo que es importante
diagnosticar la bacteria en los pacientes, sugerir el tratamiento adecuado y llevar a
cabo métodos de prevencion para evitar el alojamiento y la resistencia en el

hospedador.



2. INTRODUCCION.

2.1.Caracteristicas Microbioloégicas de Moraxella catarrhalis.

Moraxella catarrhalis es un patdégeno oportunista exclusivamente del humano,®?
diplococo Gram negativo, no encapsulado, aerobio estricto, productor de las
enzimas oxidasa, catalasa, DNAasa y lipasa, capaz de hidrolizar la tributirina,
reductor de nitratos y nitritos y no fermentador de los carbohidratos (glucosa,

sacarosa, maltosa, fructosa y lactosa).

Las colonias en agar sangre son no hemoliticas, blancas, opacas, circulares, de
2 mm de diametro, convexas y de borde completo. La colonia permanece intacta
cuando se empuja a través de la superficie del agar (puede ser desplazada como

un disco de hockey).54

2.2.Clasificacion Taxonomica de Moraxella catarrhalis.

Inicialmente, M. catarrhalis habia sido considerada como una bacteria comensal,
que formaba parte de la flora normal nasofaringea. Debido a su morfologia, esta
bacteria fue englobada en el grupo de las Neisserias no patdgenas de la orofaringe.
El nombre de esta especie ha cambiado a lo largo de los afos asi como su

clasificacion taxondmica.

M. catarrhalis fue descrita por primera vez en 1896 por Ghon y Pfeiffer y nombrada
como Micrococcus catarrhalis. Posteriormente, se clasificO como Neisseria
catarrhalis basandose en la similitud de sus caracteristicas fenotipicas, morfologia

de las colonias y nicho ecoldgico con las especies de ese género.

Berger, en 1963 demostro que el género originario Micrococcus catarrhalis contenia
realmente dos especies distintas: Neisseria cinérea y Neisseria catarrhalis. Ambas
especies se podian distinguir entre si por las pruebas bioquimicas de reduccion de

nitratos, nitritos y la hidrdlisis de tributirina.
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En 1970, basandose en la diferencia en el contenido de acidos grasos y mediante
estudios de hibridacion de DNA, se demostro la escasa homologia que existia entre
N. catarrhalis y las llamadas "verdaderas" especies de Neisseria, estando, mas
cercana al género Acinetobacter. Asi pues, fue reclasificada y transferida al género
Moraxella. Actualmente, dicho género engloba cocos y bacilos cortos, los cuales
estan relacionados genéticamente; por eso, Bovre propone su division en dos
subgéneros: Branhamella, que englobaria los cocos, y Moraxella, para los bacilos

cortos.26

Asi mismo, algunos autores prefieren el nombre de Branhamella catarrhalis debido
a que, las otras especies de Moraxella son bacilos cortos y rara vez causan
infeccion, mientras que M. catarrhalis son diplococos, la cual es considerada un
importante patégeno. Por dicha diferenciacion la nomenclatura de esta bacteria
continua siendo motivo de controversia entre los investigadores y es susceptible de

sufrir nuevos cambios.

'd N\
M. catarrhalis
. J
'd N\
M. lacunata
. J
P
Familia | - \ M. bovis
Pseudomonadaceae Genero L
Orden VIII Moraxella ( )
. J .
Pseudomonadales | p g M. osloensis
Familia Il Genero L )
Moraxelaceae Acinetobacter 1
J . J .
P g M. phenylpyruvica
Genero L
Psychrobacter 1
b g M. nonliquefaciens

Figura 1. Clasificacion taxondmica de M. catarrhalis.
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2.3.Epidemiologia.

M. catarrhalis ha sido descrita exclusivamente en humanos, siendo capaz de
colonizarlos sin causar enfermedad, motivo por el cual se clasific6 como comensal.
El foco primario de colonizacion es el tracto respiratorio humano, aunque

ocasionalmente se ha aislado también del tracto genital.

Esta bacteria coloniza la superficie de la mucosa de la nasofaringe y las vias
respiratorias mediante la formacion de biofilm,3? causando infecciones del tracto

respiratorio superior en nifios e inferior en adultos.28

Es considerada la tercera causa bacteriana de otitis media (OM) en nifios, después
de Haemophilus influenzae y Streptococcus pneumonie y en adultos es la segunda
causa después de H. influenzae, de las exacerbaciones de la enfermedad pulmonar

obstructiva crénica (EPOC).68

La OM es una de las infecciones mas comunes de la infancia, casi dos tercios de
los nifios padecen por lo menos un episodio y un tercio llega a sufrir tres o mas por
afno, en algunos de los primeros afnos de su vida. Desde hace aproximadamente 10
afos esta infeccion se encuentra dentro de las primeras 20 causas principales de
enfermedad en México ocupando el lugar 6 con 724 906 casos y una tasa de
incidencia de 695.60. Para el afno 2008 se mantuvo en el mismo lugar con 666 493
casos y tasa de incidencia 624.744. Se ha demostrado que la colonizacion por
M. catarrhalis se establece en edades muy tempranas y disminuye paulatinamente

hacia la edad adulta.3*
2.4.Enfermedades Asociadas a M. catarrhalis.

En los ultimos veinte afios se ha identificado como patégeno causal de una
diversidad de procesos infecciosos como otitis media, sinusitis, conjuntivitis,
bronconeumonia, tos persistente, laringitis y queratitis. Ademas, puede dar lugar a
enfermedades sistémicas como bacteriemia, sepsis, endocarditis, meningitis e
infeccion urinaria complicada en pacientes con enfermedad neoplasica, asma,

bronquiectasias, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, cancer de pulmén y en
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aquellos con alteraciones del sistema inmunoldgico.?* Otros factores de
susceptibilidad son la edad avanzada, el tabaquismo, las viriasis respiratorias
recurrentes, el tratamiento con corticoides y la inmunodepresion generada por una
neoplasia o por procesos asociados a un déficit en la produccién de anticuerpos. La
presencia de estos factores hace que el aislamiento de M. catarrhalis tenga

significado patoldgico.?°

La otitis media (OM) es la infeccion supurada del oido medio, asimismo, denota
inflamacion de la cubierta mucoperidstica. La membrana timpanica (MT) inflamada
se presenta opacificada, protuyente o con ambas caracteristicas. Segun su tiempo

de evolucion, la enfermedad puede subdividirse en:

a) aguda, el proceso dura no mas de tres semanas
b) subaguda, la infeccién perdura de tres semanas a tres meses

c¢) cronica, la enfermedad se prolonga durante mas de tres meses.3°

La patogenia de la OM consiste en la migracion de patégenos bacterianos de la
nasofaringe al oido medio a través de la trompa de Eustaquio; por lo tanto, los
patrones de colonizacién en la nasofaringe son determinantes importantes de la
otitis.*® Aunado a ello, la trompa de Eustaquio de los nifios es mas corta y horizontal,
tiene menor soporte cartilaginoso® lo que la hace mas susceptible a la colonizacién

por este patdgeno.

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC) se caracteriza por la
limitacién del flujo aéreo la cual no es totalmente reversible y es usualmente
progresiva. Se asocia con una respuesta inflamatoria anormal de los pulmones y la
via aérea; cuyos factores de riesgo mas importantes son la exposicion a particulas
nocivas, gases principalmente derivados del consumo de tabaco y exposicion al
humo de lefa. La EPOC es causada por la enfermedad de la via aérea pequefia
(bronquiolitis obstructiva) y por la destruccion del parénquima (enfisema). La
inflamacion crénica ocasiona un “remodelamiento” de la via aérea y en
consecuencia el estrechamiento de la via aérea pequefa. Las infecciones por

M. catarrhalis se producen por la propagacion del microorganismo desde su habitat
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normal en la orofaringe. Por esta razén es frecuente su participacion en infecciones
mixtas junto a otras bacterias de la flora orofaringea. Sin embargo este hecho
disminuye el significado patogénico de M. catarrhalis en una infeccidn respiratoria y
es posible que su presencia incremente la patogenicidad de las otras bacterias. Una
vez que la orofaringe esta colonizada por M. catarrhalis, los factores predisponentes
descritos anteriormente favorecen la colonizacién del arbol traqueobronquial, donde
su aclaramiento por los mecanismos de defensa de la via aérea son mas lentos que

el de otras bacterias colonizantes.?°
2.5.Variacion Estacional.

La incidencia de infecciones respiratorias por M. catarrhalis y el aislamiento de este
patdogeno a partir de muestras clinicas son significativamente mas elevadas en
otofio e invierno (46%) que en primavera y verano (9%). Esto sugiere la posible
participacion de una infeccidn virica como desencadenante de su mecanismo de

patogenicidad.’”

A pesar de su estrecha asociacion con un solo sitio de la colonizacién en un unico
hospedador, M. catarrhalis esta expuesta a las fluctuaciones de temperatura. La
respiracion del aire frio reduce la temperatura nasofaringea de 34 o 35 °C a
temperatura ambiente para < 25 °C dentro de varios minutos en el caso de los
adultos. En consecuencia, vivir en un clima frio, exponer la flora a frecuentes y
rapidos cambios de temperatura; favorece que M. catarrhalis responda a este
desafio mediante mecanismos adaptativos que protegen su integridad funcional

contra un choque de frio.26
2.6.Infeccion Nosocomial.

Actualmente existen pruebas convincentes de que la propagacién de
M. catarrhalis dentro de las salas de hospital puede conducir a importantes brotes
de infeccidon nosocomial; asi mismo muestran la persistencia del organismo en el
medio ambiente, propiciando su adquisicién y prolongando la duracién de la

estancia.’®
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2.7.Sensibilidad a los Antibioticos.

M. catarrhalis ha adquirido una amplia capacidad para producir enzimas
B-lactamasas.’® Aproximadamente el 100% de los aislados clinicos M. catarrhalis
son betalactamicos resistentes, lo que subraya la necesidad de desarrollar
alternativas de tratamiento, incluyendo la necesidad de fabricar una vacuna contra
M. catarrhalis para favorecer la formacidbn de anticuerpos y evitar su

manifestacion.3?

La primera cepa de M. catarrhalis productora de B-lactamasas fue descrita en 1976.
A finales de la década de los 90, el porcentaje de este tipo de cepas aumento entre
el 90 y 95%, cifras que han incrementado hasta el momento. La razén de esto, no
ha sido establecida y, aunque se ha atribuido al uso de antibiéticos B-lactamicos, el
incremento de cepas productoras de estas enzimas en otras especies como
H. influenzae y N. gonorrhoeae no ha sido tan espectacular. Las p-lactamasas
(BRO) presentes en M. catarrhalis son de dos tipos, diferenciables mediante
enfoque isoeléctrico, y cuyo origen es desconocido. Las dos enzimas son
fenotipicamente similares y se han designado BRO-1 (llamada anteriormente
Ravasio-type) y BRO-2 (1908-type). Las BRO hidrolizan la penicilina, ampicilina y
amoxicilina. BRO-1 es la mas frecuente, estando presente en aproximadamente, el
90% de cepas productoras. BRO-1 y BRO-2 producen un aumento de 25 y cuatro
veces la concentracién minima inhibitoria (CMI) para ampicilina, respectivamente,
en comparacion con cepas no productoras de B-lactamasas.!” Se cree que es
debido a los niveles altos de produccién de BRO-1 tres veces mas que BRO-2, que

a diferencia en la actividad intrinseca de la enzima.

Las B-lactamasas BRO so6lo se han encontrado en M. catarrhalis y en dos especies
relacionadas: M. lacunata y M. nonliquefaciens. Se ha demostrado la transferencia
por conjugacion de BRO entre cepas de M. catarrhalis, y M. nonliquefaciens. Se han
comunicado aislamientos de cepas productoras de otra p-lactamasa, denominada

BRO-3 y una cepa productora de B-lactamasa TEM-1 mediada por plasmido."”

Las cepas de M. catarrhalis son uniformemente sensibles a las quinolonas,
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amoxicilina/acido clavulanico, cefalosporinas como ticarcilina y piperacilina,
macrolidos cloranfenicol y amino glucésidos. Los porcentajes de resistencia al
cotrimoxazol varian ampliamente, segun las series. Se han comunicado casos
aislados de cepas resistentes a las tetraciclinas, eritromicina, fluoroquinolonas,

macralidos, piperacilina y a algunas cefalosporinas.'’
2.8. Aspectos Moleculares de Moraxella catarrhalis.

El reconocimiento de M. catarrhalis como un importante patégeno humano ha
estimulado la investigacion sobre sus mecanismos moleculares de patogénesis. Un
paso critico en la colonizacién y la infeccion es la adhesién al epitelio del tracto
respiratorio.*® La bacteria posee receptores especificos que le permiten adherirse
al epitelio y a componentes de la matriz extracelular (ECM), también se ha
observado que puede ser capaz de invadir las células epiteliales del hospedador lo
que puede provocar la evasion de la respuesta inmune, entre los cuales,
contrarrestar los efectos de algunas proteinas del complemento. Sin embargo,
aunque ataca la superficie de la mucosa epitelial del hospedador, esta bacteria es
capaz de interactuar y/o competir con la flora normal logrando sobrevivir bajo
condiciones de cambio y limitacion de nutrientes, lo que puede propiciar la formacion

de microcolonias y biofilm.?3

Podemos resumir que sus aspectos moleculares en relacion a su patogénesis
constan basicamente de su adhesion e invasién al epitelio humano, formacion de
biofilm, evasion de la respuesta inmune del hospedador y forma de adquisicién de

sus nutrientes.
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2.8.1. Adhesioén al Epitelio del Hospedador y Componentes de la Matriz
Extracelular (ECM).

La adhesiéon a las superficies mucosas estd mediada por la unién de varias
macromoléculas de M. catarrhalis a receptores de superficie en células blanco
eucariotas o a los componentes de la ECM. Al ser una bacteria Gram negativa su
membrana externa comprende fosfolipidos, lipooligosacaridos (LOS), proteinas

integrales de la membrana externa (OMPs) y lipoproteinas.

La adhesion es un evento multifactorial mediado por muchas macromoléculas
identificadas como adhesinas, incluyendo OMP como las proteinas de la superficie
A (UspAs), inmunoglobulina D (IgD), la proteina de union hemaglutinina (MID/Hag),
proteina adhesion (MGAP), OMP CD, Hag filamentosa (FHA), (Mha), y estructuras
expuestas en la superficie, tales como los pili de tipo IV (PTF) y oligosacaridos
(LOS).

2.8.1.1. Los OMPS

Las principales proteinas de membrana externa que tiene M. catarrhalis son UspAs
y MID/Hag, las cuales son clasificadas como autotransportadores triméricos,
también conocidos como proteinas Oca (Oligomeric coiled-coil adhesins), este
grupo de autotransportadores son considerados como factores de virulencia en

otras bacterias como Yersinias spp. (proteina YadA) y H. influenzae (proteina Hia).?

2.8.1.2. UspAs
Las UspAs son proteinas multifuncionales con importantes propiedades de

adhesioén, se dividen en tres grupos principalmente: UspA1 (88 kDa), UspA2
(62 kDa), y UspA2H (92 kDa).33

Las proteinas UspA1 y UspA2H de diferentes aislados son divergentes, pero
muestran algunos casetes de secuencias de aminoacidos que son compartidos
entre ellos, esta variabilidad principalmente se concentra en la regién N-terminal.
Por el contrario, la region C-terminal de estas proteinas aparentemente se mantiene

conservada.
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Algunos grupos de investigadores han estudiado el papel funcional de las UspAs en
la adhesidn a lineas celulares humanas y han observado que UspA1 se puede unir
a células epiteliales de la conjuntiva Chang'" 33 células epiteliales de laringe Hep-2,
células epiteliales alveolares tipo Il A549'% 29también se puede unir a componentes

de la EMC como fibronectina y laminina.?

La expresion de los genes que codifican para las UspA1 y UspA2 se han asociado
con los diferentes subtipos del 16S rRNA. Las cepas con niveles de expresion
normales de dichas proteinas son tipo 1, y las cepas con expresion insignificante
son predominantemente de tipo 2 y 3. Esta caracterizacion sirve como marcador

para clasificar filogenéticamente a las cepas de M. catarrhalis.*3

Se ha observado que la expresidon de uspA71 puede estar inducida por “choque de
frio” (26 °C) en las cepas de los tres subtipos del 16S rRNA.?6 En un reporte se ha
mencionado que UspA1 se une al receptor CEACAM1 en células epiteliales
humanas.28 29 Esta glicoproteina es expresada en una gran variedad de células
epiteliales y endoteliales asi como en leucocitos.?'?5 Curiosamente el blanco del
receptor CEACAM también es caracteristico de patégenos de mucosas como
H. influenzae y N. meningitidis-2¢ Sin embargo, algunos aislados de M. catarrhalis
carecen de los motivos que permiten la unidn a este receptor, por lo que presentan

diferentes propiedades de adhesion.

La unidén de UspA1 a CEACAM1 se ha propuesto induce apoptosis en células
epiteliales de pulmén, lo cual puede contribuir a la patogénesis de EPOC y enfisema
por la induccidon secundaria de inflamacién.*® Ademas la interaccion de
M. catarrhalis con este receptor permite suprimir la respuesta inflamatoria del
hospedador.” Sin embargo, UspA2 no es capaz de unirse a este receptor. Hasta
ahora se sabe que UspA2H (un hibrido de UspA1 y Uspa2) se encarga de mediar

la union a células Chang ya que también puede unirse a fibronectina.
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Figura 2. Estructura molecular y dominios funcionales de M. catarrhalis proteinas triméricas
autotransportadoras. (A) Representacion esquematica de los elementos basicos de las proteinas
triméricas autotransportadoras. (B, C, y D) Las proteinas UspA. Los diversos cassettes de
secuencias, conocidos como dominios funcionales, se indican CTER1 y CTERZ2, regiones C-
terminales 1 y 2, respectivamente; NTER 1y 2, en la regién N-terminal media. (E) MID. Se indican
los tipos de secuencias compartidas entre MID variantes, y las regiones implicadas en la adhesion e
IgD vinculantes. (F) Elementos Basicos estructurales del MGAP .68

2.8.1.3. MID/Hag.

MID una proteina de 200 kDa también referida como Hag se ha encontrado que es
responsable de la union de M. catarrhalis con IgD y para la estimulacion de linfocitos
B. MID es un estimulante mitégeno de linfocitos B que inicia la produccion de IgD.??
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Basicamente MID/Hag es una proteina multifuncional que juega un papel importante
en la patogénesis de M. catarrhalis por ejemplo, los aislados que expresan MID
aglutinan eritrocitos humanos y se adhieren a células A549.'® Hag se puede unir a
células epiteliales de oido medio'® 3! células epiteliales de pulmén NCIH292 y
células Chang.'> ' Se ha observado que si no estd presente en las cepas la
adherencia es baja, aunque estén otras adhesinas. También es clasificada como un
autotransportador con un dominio traslocador y otro comun N-terminal del cual

depende la actividad de adhesién y union a la IgD.

2.8.1.4. McaP

La proteina McaP de 62 kDa, otro factor de adherencia, es una proteina
autotransportadora convencional, donde su dominio N-terminal presenta actividad
lipolitica (como una esterasa) % y esta region sirve también para su adhesion.3"- 63
Es una proteina altamente conservada en cuanto a su secuencia entre los aislados
de M. catarrhalis. Sin embargo, el papel exacto de esta proteina en la patogénesis
aun no se ha dilucidado. Se conoce que las fosfolipasas estan involucradas en un
rango diverso de funciones celulares, induciendo respuesta inflamatoria en el
hospedador, cambiando la composicién de la membrana y alterando las cascadas
de sefializacion.% La importancia de su actividad para la patogénesis actualmente

es desconocida.
2.8.1.5. OMPCD

OMP CD es un proteina tipo porina de 46 kDa altamente conservada, que también
juega un papel importante en el proceso de adhesion.*® Esta proteina funciona como

una adhesina tanto para mucina de oido medio3® %* como de células A549.3"
2.8.1.6. Proteina MhaC

Las proteinas MhaC, MhaB1 y MhaB2 muestran tener funcién de Sistema de
secrecion tipo TPS (Two Partner Secretion). Este sistema pertenece al igual que los
autotransportadores a la familia de sistemas de secrecion tipo V.8 52 El sistema TPS

esta ampliamente distribuido entre las bacterias Gram negativas y la mayoria esta
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involucrado en la secrecion de proteinas de virulencia, las cuales estan implicadas
en la adhesién en bacterias como Bordetella pertusis y Neisseria meningitidis.30: 5°
La proteina MhaC permite el transporte de MhaB1 y MhaB2 a través de la
membrana externa. Estas proteinas son altamente conservadas y expresadas entre

algunos aislados de M. catarrhalis.®
2.8.2 Estructuras Expuestas a la Superficie.

Basicamente las estructuras que estan involucradas en la adhesion son TFP (Type
IV Pili) y LOS.

2.8.21 TFP.

Esta estructura es un polimero filamentoso expuesto a la superficie compuesto de
un ensamble de proteinas pilina, el cual tiene una amplia gama de funciones
celulares entre las que se encuentran la competencia natural, la adhesion a células

del hospedador, formacion de biofilm y motilidad.

El TFP cumple un papel crucial en la patogénesis, ya que la pérdida de esta
estructura reduce la virulencia de algunas bacterias Gram negativas.’ En el caso
de M. catarrhalis, la pérdida del gen pilA (codifica la principal subunidad de pilina
del TFP), provoca una reduccion significativa de la adherencia a células Chang y
también reduce la capacidad de colonizar la nasofaringe en modelo animal
(Chinchilla), esto sugiere que TFP promueve la unién a la superficie de la mucosa.
Ademas ensayos in vitro indican que la formacién de microcolonias y biofilm fueron

derogados en cepas mutantes de pilA.*!
2.8.2.2. LOS.

Esta estructura es el principal componente de la membrana externa y se considera
importante para la virulencia de M. catarrhalis. Se compone de un nucleo de
oligosacaridos y de lipido A. El cual posee una forma distinta al tipico
lipopolisacarido de los patégenos entéricos Gram negativos, esta diferencia radica
en que carecen de las cadenas de polisacaridos del antigeno O de cadena lateral.

En base a su LOS, M. catarrhalis posee tres serotipos, el mas prevalente es el
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serotipo A (72%) seguido por el serotipo By C (21% y 2% respectivamente). Existen
diferencias significativas entre los serotipos A y B entre los aislados de nifios y
adultos, presentandose una disminucion en la incidencia del serotipo A en adultos.®”
Cabe mencionar que las estructuras LOS que presentan algunos patdégenos de
tracto respiratorio como N. meningitidis y H. influenzae son muy importantes para la
adhesion a sus células blanco que se encuentran en su hospedador. Los genes
involucrados en la sintesis de LOS en M. catarrhalis son IpxA, IpxL, IpxX y kdtA. El
papel del LOS en la adhesion de esta bacteria continua en discusion ya que la
alteracion o su ausencia puede conducir a la disminucion de la integridad de la

membrana, pudiendo afectar la superficie donde se encuentran otras adhesinas.®’
2.8.3. Invasion del Epitelio del Hospedador.

La adhesion de las células epiteliales a la matriz extracelular es un paso esencial
para la patogénesis de M. catarrhalis. Como se ha mencionado, diversas moléculas
participan en el proceso de adhesion, después de este paso parece que esta
bacteria puede invadir algunas células del hospedador, lo cual le permite evadir la
respuesta inmune humoral y celular, asi como los efectos del tratamiento con

antibioticos.

Algunos estudios sustentan este evento de invasion a diferentes tipos de células
epiteliales por parte de la bacteria.®® En formacién de diferentes fenotipos de las
lineas celulares se han observado, por ejemplo, la formacion de lamelopodios y
filopodios después de la adhesiéon de M. catarrhalis, los cuales indican un
mecanismo como macropinositosis de invasion celular. Se ha identificado que
algunas adhesinas asi como el LOS, son esenciales para llevar a cabo este evento.

Sin embargo, este mecanismo aun no esta bien estudiado en esta bacteria.
2.8.4. Formacion de Biofilm.

Se ha demostrado que la formacion de biofilm es un importante proceso involucrado
en la colonizacién y persistencia de microorganismos que infectan las mucosas.'3
La capacidad de M. catarrhalis para formarlo ha sido demostrada por ensayos in

vitro.49 50 La formacion de biofilm in vivo también se ha observado en el oido medio
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de pacientes con Otitis Media.?* Investigaciones han permitido saber qué genes
estan involucrados en su formacién, por ejemplo, la presencia de uspA17 tiene un
efecto positivo, mientras la presencia de hag tiene un efecto negativo.%°
Recientemente, se han observado a los aislados con uspA2 positivos son mas

eficientes formando biofilm.6”

Algunos estudios indican que la formacion de biofilm es mayor en las cepas aisladas
de nifios (5 afios de edad), y adultos (20 afios de edad), los cuales muestran una
menor incidencia de uspAZ2. La formacién de microcolonias y biofilms in vitro se ha
investigado usando mutantes de pilA, estos muestran que su formacién depende de
TFP.#" El factor Hfg (Host factor q), es una proteina reguladora altamente
conservada entre las cepas de M. catarrhalis. La cual funciona probablemente como
una chaperona; ya que cepas mutantes de este gen alteran la composicién de las
proteinas de membrana, Por lo tanto, estas cepas pueden generar una ventaja en

el sistema de formacion de biofilm de una manera indirecta.*
2.8.5. Evasion del Sistema Inmune del Hospedador.

Inicialmente la barrera para combatir a los patdogenos es el sistema inmune innato,
el cual es la primer linea de defensa inespecifica utilizada por el hospedador para
protegerse de los microorganismos. Entre los componentes de este sistema se
encuentran los PPRs (Pattern Recognition Receptors) los cuales incluyen a los
TLRs (Toll Like Receptors), receptores tipo NOD y de manosa en los macrofagos,
asi como el sistema del complemento. Sin embargo, M. catarralis tiene mecanismos
que pueden modular esta primer linea de defensa y poder persistir en su

hospedador.”
2.8.6. Resistencia al Complemento.

Un aspecto importante de la patogenicidad entre la mayoria de los aislados de
M. catarrhalis provenientes de pacientes con OM y EPOC es la sobrevivencia a la
muerte mediada por el suero humano.% Se han observado los factores importantes
responsables de la evasion del complemento son UspA,3 OMP CD,3' OMP E,*

CopB?” y el LOS. Por ejemplo, la proteina UspA2 es capaz de unirse a algunas
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proteinas del complemento como C3,4” C4,%8 y vitronectina,® 42 inhibiendo la via,
alternativa, clasica y la etapa terminal del sistema del complemento mediante el
bloqueo de la unién a la membrana de C5b-7 y la inhibicion de la polimerizacion de

C9, y eventualmente inhibir la formacion de la MAC .44 60

Respecto al LOS se ha observado que las cepas mutantes en los genes
relacionados con su sintesis, son mas sensibles a la actividad bactericida del suero
humano, por el hecho de permitir a la membrana ser mas permeable vy fragil, lo cual
propicia una mayor vulnerabilidad al ataque de las proteinas del complemento. Por
lo tanto, el LOS es una estructura importante en la virulencia de M. catarrhalis ya
sea directa o indirectamente contribuyendo a la adhesion asi como a la evasion del

sistema inmune.
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Figura 3. M. catarrhalis tiene estrategias mediadas por las OMPs UspA para evadir la respuesta
immune. (A). Inhibiccion de sistema del complemento. Tanto UspA1 y UspA2 tienen un papel en
la resistencia al suero, el cual es dominado principalmente por UspA2. La proteina UspA2 se une a
C4b lo cual permite a M. catarrhalis inhibir la via clasica del complemento. UspA2 también previene
la activacion de la via alterna del complemento absorbiendo C3 del suero. Ademas, UspA2 interviene
en la etapa terminal del sistema del complemento con MAC (membrane attack complex/complejo de
ataque a la membrana) mediante la unién con la proteina vitronectina la cual es un componente
regulador del complemento. (B) Inhibicién de la respuesta proinflamatoria TLR2-NF-«xf. La
proteina UspA1 es el blanco de las moléculas CEACAM1 en la célula epitelial del hospedador. M.
catarrhalis utiliza la unién de CEACAM1 mediada por UspA1 para contrarestar la respuesta
proinflamatoria mediada por TLR-2. M. catarrhalis media la activacion de PAMP (Pathogen-
Associated Molecular Pattern) con el TLR2 resultando en el reclutamiento de la subunidad regulatoria
p85a de PI3K y finalmente en la transcripcion de genes proinflamatorios, los cuales son regulados
mediante la via NFk(. La union de UspA1 a CEACAM1 da un incremento de la fosforilacion de
residuos de tirosina del dominio citoplasmatico ITIM de CEACAM1 y subsecuentemente para el
reclutamiento de SHP-1, este inhibe la fosforilacion de p85a, por lo tato bloquea la activacion de
respuesta proinflamatoria mediante la activacion de la via PISK—Akt—NF-«[3.68
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2.8.7. Inhibicién de la Respuesta Proinflamatoria Inducida porTLR2.

M. catarrahlis en la superficie de la mucosa parece activar una respuesta inmune
inflamatoria mediante la activacion de TLR2, el cual esta presente en la membrana
de las células epiteliales respiratorias.5® M. catarrhalis conlleva a la iniciacion de una
cascada de reacciones que terminan en la transcripcion de genes proinflamatorios,
que codifican para IL-8 y factor activador estimulante de colonias de granulocitos y
macrofagos.® 57- 5859 Sin embargo, investigadores han mostrado que M. catarrhalis
es capaz de colonizar la superficie de la mucosa sin activar TLR2 a través de la
inhibicion de esta via mediante el receptor CEACAM1.%” Este mecanismo involucra
un dominio presente de la proteina UspA1, el cual se une a un dominio en el receptor
CECAM1.2° Este hecho permite y facilita la colonizacion de esta bacteria a la

superficie epitelial del hospedador.
2.8.8. Adquisicion de Nutrientes.

La adquisicion de nutrientes es indispensable para la colonizacion de las superficies
de las mucosas. El crecimiento de M. catarrhalis requiere algunas condiciones
ambientales y de nutrientes especificos. Por ejemplo, esta bacteria no puede crecer
bajo estrictas condiciones anaerdbicas.! Sin embargo, las enzimas involucradas en
el metabolismo anaerobio estan presentes, lo cual le confiere la caracteristica de
crecer bajo condiciones microaerofilicas. M. catarrhalis no es capaz de utilizar
carbohidratos exdgenos porque no posee las enzimas necesarias para transportar
y procesar estos compuestos tiene incompleta la via Embden Meyerhof Parnas, asi

como el ciclo de las pentosas y las vias de Entner Dourdoroff estan ausentes.

El hierro es un nutriente clave involucrado en algunos procesos bacteriolégicos pero
no esta libremente disponible dentro del hospedador, porque esta en complejo con
la hemoglobina, hemo transferrina o lactoferrina. La lactoferrina es el principal
acarreador de hierro en la superficie de las mucosas, mientras que la transferrina lo
es en el suero, el secuestro de hierro es una linea importante de defensa contra

bacterias patégenas.>?
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M. catarrhalis adquiere hierro con la ayuda de algunas proteinas de union a este
nutriente expuestas en la superficie como LbpA y LbpB (proteinas de unién a
Lactoferrina), TopA 'y TbpB (proteinas de unién a Transferrina),' y la proteina MhuA
(proteina de utilizacion de hemoglobina).' Investigaciones han mostrado que la
cepa ATCC 25240 es capaz de utilizar la lactoferrina y la transferrina humana como
fuentes de hierro. Ademas el TFP expuesto en la superficie de la bacteria parece
ser importante para crecer bajo condiciones limitantes de hierro, se ha encontrado
que el gen pilA parece ser regulado por un represor transcripcional responsable de

hierro.4'
3. Heterogeneidad de las Especies de M. catarrhalis.

Estudios epidemiolégicos indican que los aislados de M. catarrhalis son
genéticamente diversos y como consecuencia existen dos linajes filogenéticos
distintos.® Recientemente, la existencia de estos ha sido confirmada a través de la
secuencia de multilocus (MLST).%° El primero de estos dos linajes filogenéticos,
conocido como serosensible, se caracteriza por moderada virulencia y lo componen
cepas que son sensibles a la muerte mediada por complemento. El otro mas
virulento llamado seroresistente, estd compuesto por cepas resistentes al

complemento y con una amplia habilidad para adherirse a células epiteliales.®

El linaje seroresistente se compone predominantemente por aislados que contienen
el gen 16S rRNA tipo 1, y los que poseen el gen 16S rRNA tipo 2 y 3 pertenecen al
linaje serosensible.®% Los patrones tipo 1, 2 y 3 del 16S rRNA son obtenidos

mediante el uso de enzimas de restriccidn en base a la técnica de RFLP.

Existen asociaciones entre el tipo de linaje y algunos genes que codifican para
factores de virulencia de M. catarrhalis, como el gen uspA1 (codifica una proteina
de membrana de la familia de UspA. Entre el 87 y 99% de los aislados que
contienen el gen uspA1 se han encontrado asociados a adherencia y al linaje
seroresistente y entre el 23 y 36% de los aislados que contiene este gen son linaje
serosensible. No hay diferencias entre la prevalencia del gen uspAZ2 vy los linajes

seroresistente y serosensible.® Lo cual resulta contradictorio ya que uspA2 esta
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asociado con la resistencia al suero. Sin embargo, puede ser concebible ya que la
expresion de uspA2 en los aislados serosensibles puede estar inhibida. Otros
investigadores han encontrado que la resistencia al suero esta ligada a uspA2 pero

esto no es una propiedad inherente de todas las variantes de uspA2.5

El gen hagA1 codifica una adhesina denominada HagA, el cual se ha encontrado
ausente en casi todos los aislados pertenecientes al tipo 2 y 3, mientras en el caso

de los del tipo 1 se encuentra practicamente presente en todos los aislados.”

Respecto a la asociacion entre el linaje con los serotipos A, B y C del
lipooligosacaridos (LOS) existentes en M. catarrhalis, se ha descrito que el serotipo
B se encuentra exclusivamente en aislados tipo 1.7 Tomando en cuenta estos
hallazgos se puede considerar que los genes de virulencia de M. catarrhalis son
mas prevalentes en aislados que contienen el 16S rRNA tipo 1 pertenecientes al

linaje seroresistente.

Mediante herramientas de genética de poblaciones (filogenética y analisis
Bayesiano) se ha mostrado que el linaje serorresistente se caracteriza por su alta
tasa de recombinacion homoéloga y mutacion de genes que las del serosensible.
Una recombinacién entre dos clonas muestra que un grupo ancestral no era
virulento y que podria haber infectado a mamiferos previo a 70 millones de afios y
después infecto al humano. El linaje seroresistente se extendié hace 5 millones de
afos en una poblaciéon importante, lo cual coincide con la expansién de los
hominidos, la cual pudo darse a la par con el hospedador y adquisicién de mas

factores de virulencia.®®

En una coleccidén de 268 M. catarrhalis aisladas de las diversas regiones
geograficas, el 83% resultaron pertenecer a la subpoblacién seroresistente. Es
naturalmente competente para la transformacion, que a su vez conduce a la

recombinacién homologa frecuente.®®

La competencia natural y la alta recombinacién en el linaje seroresistente pudieron

haber dado lugar a la adaptaciéon del humano desde hace muchos afos. Ademas,
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se ha descrito que ambos linajes pueden estar presentes en el mismo nicho de su

hospedador, lo que resulta en una genética secundaria de contacto.58
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4. Justificacion.

M. catarrhalis se asocia generalmente con infecciones de las vias respiratorias
superiores en los nifios e inferiores en adultos. Sin embargo, en México no es
considerada la importancia de esta bacteria en aislamientos de muestras clinicas
que infectan a estos dos grupos de edad. Por lo cual, se investigaron en
aislamientos de M. catarrhalis de poblacidon mexicana los linajes serosensible o
seroresistente, los cuales tienen asociacidn con el grado de virulencia de la bacteria,
para evaluar su relevancia como un posible patdégeno, tomando en cuenta la
importancia que se le ha atribuido en los ultimos afios en otros estudios a nivel

mundial.
5. Hipétesis.

Si el linaje seroresistente esta asociado a mayor virulencia, entonces el linaje
serosensible se encontrara con mas frecuencia en los aislados clinicos de

poblacion mexicana.
6. Objetivo.

Identificar los linajes seroresistente y serosensible en aislados clinicos de
M. catarrhalis, mediante Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de
Restriccion (RFLP), para determinar su prevalencia en nifios y adultos de

poblacion mexicana.
6.1.Objetivos Particulares.

Identificar el gen 16S rRNA en los aislados clinicos de M. catarrhalis, mediante

PCR para identificar al tipo que corresponde.

Identificar el tipo 1, 2 y 3 del 16S rRNA, por medio de RFLP, para clasificar al
linaje que pertenece.
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Comparar la prevalencia de los linajes seroresistente y serosensible de
M. catarrhalis entre nifos y adultos, a través de los resultados obtenidos, para

valorar la importancia de la bacteria en poblaciéon mexicana.

7. MATERIAL Y METODOS.

7.1.0btencion de Muestras Clinicas.

A los pacientes que llegaban a realizarse un exudado faringeo en las Unidades de
Medicina Familiar N° 63, 64 se les invito a participar en el estudio. Las muestras se

recolectaron durante un periodo de 1 afo.

El paciente se presento en ayunas y sin aseo bucal, y en condiciones estériles se
procedioé a tomar la muestra, sentado cobmodamente, con la cabeza inclinada hacia
arriba, con un abatelenguas se sujeto la lengua y se tomd un hisopado de las

amigdalas, el cual fue depositado en un tubo con caldo BHI.

Figura 4. Obtencion de muestras en medio BHI.
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7.2. Aislamiento, Identificacion y Purificacion de M. catarrhalis.

Posteriormente se sembraron por medio de la técnica Americana (dilucién) en agar
sangre (medio rico), y se incubo a 37 °C/48 hrs. Una vez transcurrido ese tiempo se
seleccionaron colonias color blanco, opacas, circulares, convexas de borde

completo, de 2 mm de diametro, sugerente de ser M. catarrhalis.

A las cuales se les realizo una tincion de Gram, y se observaron al microscopio

optico compuesto a 100X diplococos Gram negativos.

Figura 5. Tincion de Gram,
diplococos Gram negativos

Se realizo la tipificacion fenotipica por medio de pruebas bioquimicas primarias para
la identificacion del genero Moraxella como catalasa y oxidasa las cuales debian
ser positivas; posteriormente se procedid a resembrar en Agar Soya Tripticasa + X

(medio rico) para su purificacién, se incubo a 37 °C/48 hrs.

o’

Figura 6. Purificacion de las cepas de
M. catarrhalis en AST+X.
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Una vez los aislados purificados se realizaron las pruebas bioquimicas secundarias
DNAasa, lipasa y carbohidratos (lactosa, glucosa, sacarosa, maltosa, y fructosa)
para la identificacion de la especie de M. catarrhalis; inicialmente se sembré por
medio de una impronta en los medios de DNAasa y Lipasa, se utilizaron como
controles Escherichia coli (-) y Staphylococcus aureus (+), se incubaron a
37 °C/24 hrs, para la prueba de DNAasa se agregd HCI 1N hasta cubrir las colonias
completamente, se dejé actuar durante 30 min, enseguida se decanté el HCI 1N,
recogi6 la biomasa con algodén y a contraluz se observo la formacion de un halo
turbio alrededor del crecimiento bacteriano lo cual indica que la prueba es positiva;
para la prueba de lipasa se agreg6é azul de metileno hasta cubrir las colonias
completamente se dejé actuar durante 45 min, se decantd y se observé a contraluz
la formacion de un halo fluorescente alrededor del crecimiento bacteriano, lo cual

indica que la prueba es positiva.

+

S. aureus

P =

Figura 7. Prueba de DNAasa para Figura 8. Prueba de Lipasa para
identificacion de M. catarrhalis. identificacion de M. catarrhalis.

Finalmente se realiz6 la prueba de carbohidratos (lactosa, glucosa, sacarosa,
maltosa, y fructosa), se sembraron por estriado los 5 tubos en medio CTA con el
carbohidrato al 1% y se incubaron a 37 °C/24 hrs, cuyo resultado fue negativo.
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Figura 9. Prueba de los Carbohidratos
(Sacarosa, Lactosa, Glucosa, Maltosa, y

Fructosa), para identificacion de
M. caratthalis.

7.3.Conservacion de las Cepas de M. catarrhalis.

Una vez identificado un asilado de M. catarrhalis de cada paciente, se sembro
en una caja de AST + Xy del crecimiento puro se seleccionaron un promedio de
5 colonias (clonas) de cada paciente; las cuales se resembraron por medio de
la Técnica Americana (dilucidén) en medio Agar Soya Tripticasa a 37 °C/48 hrs
posteriormente se recogidé un tercio de la biomasa la cual se colocé en un tubo
de 1.5 mL con 500 pyL de medio Skim milk y se congelo a -70 °C para su

conservacion.
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7.4.Extraccion de DNA.

Las cepas se descongelaron y se sembraron en la mitad de la placa con Agar Soya
Tripticasa + X a 37 °C /48 hrs. Se colecto la biomasa bacteriana y se suspendié en
un tubo eppendorf de 1.5 mL con 500 pL de Solucion Salina Fisiologica Estéril; la
suspension bacteriana se centrifugo a 14 000 rpm durante 5 min y se decanto el
sobrenadante; se realizd la extraccion de DNA utilizando el Kit Promega Wizard

Genomic DNA Purification de la siguiente manera:

Paso 1. Lisis Celular.

Adicionar 600 puL de solucién de lisis nucleic, homogenizar y mezclar
suavemente.

Incubar 5 min /80 °C y dejar enfriar a temperatura ambiente.

Adicionar de 3 a 6 uL de RNAasa. Mezclar en vortex e incubar a 37 °C por

16-60 min y dejar enfriar a temperatura ambiente.
Paso 2. Precipitacion de Proteinas.

Adicionar 200 uL de Solucién de Precipitacion de Proteinas y mezclar en
vortex.
Incubar en hielo por 5 min.

Centrifugar a 14 000 rpm por 3 minutos.
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Paso 3. Rehidrataciéon y Precipitacion de DNA.

Transferir el sobrenadante a un tubo eppendorf de 1.5 mL que contenga
600 uL de isopropanol (frio) y mezclar en vortex.

Centrifugar a 14 000 rpm por 3 min y decantar el sobrenadante.

Adicionar 600 uL de etanol al 70% a temperatura ambiente y mezclar en
vortex.

Centrifugar a 14 000 rpm por 2 min.

Decantar el sobrenadante y secar el precipitado en el concentrador de vacio
eppendorf vacufuge por 10-15 min.

Rehidratar el DNA en 100 uL de solucién de rehidrataciéon a 4 °C/24 hrs.

La pureza y cantidad de DNA se determiné en el Nanodrop 2000 y se evaluara su
integridad realizando un gel de agarosa al 1% con 0.5 yL de bromuro de etidio. El
DNA se dividié en 2 alicuotas de 50 pL una se guardd a -20 °C y la otra a -4 °C

para su utilizacion.
7.5.Determinacién de Subunidad 16S rRNA por PCR.

Se realizd la técnica de PCR donde se identificd la subunidad 16S rRNA de

M. catarrhalis usando los siguientes primers descritos por [Bootsma et al., 2000].

Tamaho de
Primer Secuencia Amplificacion
(pb)
EUB-R
(forward)

EUB-L 5 -AGAGTTTGATCCTGGTTCAG-3’ 600
(reverse) 5-CTTTACGCCCATTTAATCCG-3"
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Mezcla de PCR

Reactivo Concentraciéon Volumen (uL)
Buffer 10 X 2.5
MgCl2 25mM 25

DNTP’s 10 mM 0.5

Primer EUB-R 50 uM 0.25
Primer EUB-L 50 uM 0.25
Agua (PCR estéril) - 17.5
Taq Polymerase 5 U/uL 0.5
DNA 200-400 ng/uL 1
Total 25uL

La PCR se realiz6 en el ArkTik Thermol Cycler VD1.07 (Gradient Enambled) Block
48-dual bajo las siguientes condiciones de amplificacion, un hold de 98 °C (1min) a
una temperatura de desnaturalizacion de 95 °C (30 seg), un alineamiento de 56°C
(35 seg), una extension de 72°C (30 seg) y uno hold de 72°C (1min) durante 35

ciclos.

Para identificar el producto amplificado, se realizdé una electroforesis en gel de
agarosa al 1.8% con 0.5 yL de bromuro de etidio, en cada pozo se colocaran 2 pL
de loading buffer y 5 pyL del producto de PCR, se utilizé un marcador de
100-1000 pb Molecular Ruler BIO RAD para confirmar que el tamano del producto

sea el adecuado.
7.6. Determinacion de Tipos |, 2 y 3 del 16S rRNA por RFLP.

Se prepararon dos mezclas de restriccion de acuerdo a lo referido por [Bootsma et.
al., 2000].

a) Para la enzima Hhal (Haemophilus haemolyticus):
En un tubo eppendorf de 0.5 mL se colocaron 18 yL de agua para PCR
(estéril), 10 pL del producto de PCR, 2 pL de solucién buffer Tango y 1 uL de
la enzima de restriccion Thermo Scientific Hhal 10 U/uL, se incubo a 37 °C

durante 2 hrs.
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Se procedio a la inhibicion de la actividad de la enzima, agregando 3 yL de EDTA 5
mM a pH=8.

b) Para la enzima FspBI (Bfal) (Flavobacterium species RFL1):
En un tubo eppendorf de 0.5 mL se colocaron 18 pyL de agua para PCR
(estéril), 10 yL del producto de PCR, 2 uL de solucion buffer Tangoy 1 uL de
la enzima de restriccion Thermo Scientific FspBI 10 U/uL, se incubo a 37°C

durante 2 hrs.

Se inhibio la actividad enzimatica de restriccion FspBl incubando a 65 °C/20 min.

Para identificar los productos de la restriccion (RFLP) se realizd un corrimiento de
los digeridos por medio de una electroforesis en gel de agarosa al 1.8% con 0.5 yL
de bromuro de etidio. En cada pozo se colocaron 2 yL de loading buffer y 5 pL del
producto de RFLP utilizando un marcador de 100-1000 pb Molecular Ruler BIO para

confirmar el tamano del producto.

7.7. Clasificacion de los Tipos del 16S rRNA.

La clasificacion de los tres diferentes tipos de 16S rRNA se realizé de acuerdo a lo
propuesto por Bootsma et. al., 2000. Esta clasificacion se basa en el patron de
restriccion que presenta el gen 16S rRNA mediante RFLP utilizando las enzimas de
restriccion Hhal (Haemophilus haemolyticus) y FspBl (Bfal) (Flavobacterium species
RFL1).

La siguiente tabla muestra el tamano que presentan las bandas en el patrén de

restriccion en base a lo descrito por Bootsma et. al., 2000.

Tipo Hhal (pb) FspBI (pb)
1 563 439/124
2 563 332/124/107
3 370/192 332/124/106
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7.8 Clasificacion de los Linajes.

Una vez identificados los tres tipos del 16S rRNA se relacion6 de acuerdo a su linaje

en base a lo descrito por Bootsma et. al., 2000.

Tipo

Linaje

1
2
3

Seroresistente
Serosensible
Serosensible
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8. RESULTADOS.

De un total de 565 pacientes participantes en este estudio, unicamente a 32 (4.7%)
dieron positivo para M. catarrhalis. De cada aislado se seleccionaron un promedio
de 5 colonias (clonas). En la tabla 1 se muestran los resultados de la identificacion
de linajes de los 32 pacientes clasificados en los dos grupos de edad. En algunos
casos todas las clonas de un paciente son genéticamente homogéneas en cuanto
a la presencia de linajes, asi mismo se observo la presencia de diversidad genética
entre las clonas de un mismo paciente presentando los dos linajes (infeccién mixta).
Dentro de esta diversidad se presentaron casos en el que el patron de digestion no
permito clasificar a la clona en ninguno de los dos linajes reportados a lo que

llamamos indeterminado.

Tabla 1. Clasificacion del linaje de M. catarrhalis en los 32 pacientes.

PZ‘::tiz'nf:s Nifios Adultos Linaje
2 (9.1%) 2(100%) 0 (0%) Seroresistente
19 (86.4%) 8 (42.1%) | 11 (57.9%) Serosensible
1(4.5%) 1(4.5) 0 (0%) Indeterminado
o 2 (20%) 1(10%) 1(10%) Seroresistente/Serosensible
% 6 (60%) 3 (30%) 3 (30%) Seroresistente/Indeterminado
:é 1 (10%) 0 (0%) 1 (10%) Serosensible/Indeterminado
= 1(10%) 1.(10%) 0 (0%) Seroreslins(;ee?et?r/ﬁﬁ;%soensibIe/

Nota: Los resultados globales de cada paciente, en los cuales se muestran las
clonas aisladas donde se amplifico el gen 16S del rRNA, los fragmentos de
restriccion resultantes de la digestion enzimatica con Hhal y FspBlI, los tipos 1, 2y
3 del gen 16S del rRNA vy la clasificacion de linajes se encuentran especificados en

el anexo 1.
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Ejemplos de los productos de la amplificacion del gen 16S rRNA, asi como del

patron de restriccion resultante con Hhal y FspBI.

100-1000pb

-
o1

Marcador
1908
Marcador

Figura 11. Amplificacién de la PCR de las cepas de referencia de
M. catarrhalis: Ravasio, 1908, 2193, 49143 revelaron una banda a
600 pb que corresponde al gen 16S rRNA y una segunda banda
de 200-300 pb y la 8193 no amplifico; utilizando como controles
un blanco (-). Marcador de peso molecular de 50-500pb y de 100-
1000pb.
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Figura 12. Amplificacion del gen 16S rRNA de las clonas de los
pacientes 5361-1, 2, 3, 4 y 27664-1 y 4, revelaron una banda de
600 pb; utilizando como controles las cepas de referencia Ravasio
y 1908 (+) y un blanco (-). Marcador de peso molecular de 100-
1000pb.
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€00pb

ATCC 1908
F8-1
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F8-4

Figura 13. Amplificaciéon del gen 16S rRNA, las clonas de los
pacientes F8-1, 2, 3, 4 y 5 revelaron una banda de 600pb y otra
entre 200-300pb; utilizando como controles las cepas de referencia
1908 (+) y un blanco (-). Marcador de peso molecular de 100-
1000pb.
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| T akad [FHRE | 2
aTccioos  S36H1 53644 539645

Marcador
Marcador

Figura 14. Patron de restriccion (RFLP) del aislado de M.
catarrhalis del paciente 53964-1, 4 y 5. Se observa la cepa control
ATCC 1908 con un patrén de bandeo tipo 1 del 16S rRNA; 53964-
1y -5 corresponden al tipo 3 y la 53964-4 al tipo 2 y 3. Marcador
de peso molecular de 50-500pb y de100-1000pb.
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"Hhal FspBl 'Hhal FspBl Hhal FspBl Hhal FspBI
ATCC1908  35664-3  35664-4  35664-5

Marcador
Marcador

Figura 15. Patron de restriccion (RFLP) del aislado de M.
catarrhalis del paciente 35664-3, 4 y 5. Se observa la cepa control
ATCC 1908 con un patrén de bandeo tipo 1 del 16S rRNA; 35664-
3,4 y 5 corresponden al tipo 3. Marcador de peso molecular de 50-
500pb y de 100-1000pb.

'Hhal | FspBi |Hhal Fsp8i |Hhal FspBi [Hhal | FspBi |Hhal

ATCC1908 NC151-1 NC151-3 NC151-4 NC151-5

Marcador

Figura 16. Patron de restriccion (RFLP) del aislado de M.
catarrhalis del paciente NC151-1, 3, 4 y 5. Se observa la cepa
control ATCC 1908 con un patrén de bandeo tipo 1 del 16S rRNA,;
NC151-1, 3, 4 y 5 corresponden al tipo 1. Marcador de peso
molecular de 100-1000pb.

44



106-1000pd

. —

. .
. —
-
-
-

Hhal FspBlI 'Hhal FspBl 'Hhal FspBl |Hhal FspBI
ATCC 1908 0364-1° 0364-2" 0364-5°

Marcador |- | .',",.'.'m {“

Figura 17. Patron de restriccion (RFLP) del aislado de M.
catarrhalis del paciente 0364-1", 2" y 3". Se observa la cepa control
ATCC 1908 con un patrén de bandeo tipo 1 del 16S rRNA; 0364-1,
2 y 3 no corresponden a ningun tipo por lo que son catalogadas
como indeterminadas. Marcador de peso molecular de100-1000pb.

De los 32 pacientes solo 22 (68.8%) dio PCR positivo para el gen del 16S rRNA, y
en 10 pacientes (31.2%) alguna(s) de sus clonas no amplifico el gen. De acuerdo al
patrén de digestion por RFLP en los 22 pacientes presentaron para el tipo 1 (4.5%),
tipo 2 (0%) vy tipo 3 (68.2%). De los 10 pacientes que algunas de sus clonas no

amplificaron, las que si amplificaron presentaron para el tipo 1 (70%), el tipo 2 (0%)

y el tipo 3 (10%).

De acuerdo al tipo de 16S rRNA que se presentaron en los pacientes, se pudo saber

el linaje correspondiente, teniendo los siguientes resultados:

De los 32 pacientes 10 (31.3%) pacientes presentaron infeccion mixta, es decir
presencia de ambos linajes o bien algun linaje y otro indeterminado en un mismo

paciente. De los 10 pacientes 4 (40%) son adultos y 6 (60%) son nifios.

Los 10 pacientes con infeccion mixta presentaron cualquiera de las siguientes
combinaciones 6 (60%) seroresistente/indeterminado, 3 (30%) nifios y 3 (30%)

adultos; 1 (10%) serosensible/indeterminado fueron nifos; 2 (20%)
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seroresistente/serosensible, 1 (10%) nifios y 1 (10%) adultos y 1 (10%)

serosensible/seroresistente/ indeterminado, fueron nifos.

El (68.8%) de los pacientes que presentaron un solo linaje ya sea seroresistente,
serosensible, o indeterminado; 2 (9.1%) presentaron linaje seroresistente, 100%
fueron nifnos; 19 (86.4%) linaje serosensible, 11 (57.9%) fueron adultos y 8 (42.1%)

nifnos; y 1 (4.5%) linaje indeterminado, corresponde a un nifio femenino de 6 afios.
9. ANALISIS DE RESULTADOS.

El estudio caracterizd el linaje serosensible y seroresistente de aislados de
M. catarrhalis, especificamente en un sector de la poblacién del estado de México,
con la finalidad de identificar si existe la presencia de aislados de

M. catarrhalis asociados a virulencia.

A nivel mundial un estudio reporta que existe una incidencia del 83% del linaje

seroresistente y un 16% del serosensible, no especifica grupos de edad.”

Este trabajo es el primer estudio donde se determina que un paciente puede tener
el linaje serosensible, seroresistente, linaje indeterminado o bien la combinacién de
algunos de los linajes anteriores a lo que denominamos infeccion mixta. Esta se
presenté tanto en ninos (50%) como en adultos (50%) De acuerdo a los resultados

la combinacién que predomino en los pacientes fue seroresistente/indeterminado.

Cuando uno encuentra en un aislado, de un paciente con infeccion mixta se sugiere
que la bacteria presenta variabilidad genética y puede deberse a la capacidad que
tiene de intercambiar material genético y originar varias clonas en un aislado; este
intercambio genético puede darse mediante transferencia horizontal principalmente,
lo cual es factible por la competencia natural y aumento de la frecuencia de

recombinacién que presenta M. catarrhlais.®®

En cuanto a los pacientes con un solo tipo de linaje los cuales prevalecieron en la
poblacién (68.8%). El linaje serosensible se presentd con mayor frecuencia en los

dos grupos de edad. Sin embargo el linaje seroresistente posee una mayor
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prevalencia en la poblacion infantil, lo cual resulta interesante, ya que se trata de la
presencia de un linaje asociado con mayor virulencia y deberia ser tomado en
cuenta en México, ya que la incidencia de infeccion con M. catarrhalis en nifios
durante los primeros 10 afos de vida es importante por su asociacion con la
presencia de otitis media, y dicha infeccion es capaz de pasar de un estado agudo

a cronico si no es tratada adecuadamente.

Los pacientes con linaje indeterminado debido a que no pertenecen a alguno de los
tipos del 16S rRNA descritos en otros estudios. Mediante herramientas de genética
de poblaciones (filogenética y analisis Bayesiano) se ha mostrado que el linaje
seroresistente se caracteriza por su alta tasa de recombinacion homologa vy
mutacién de genes que las del linaje serosensible,’® por lo que quiza las clonas no
pudieron genotipificarse y correspondan al linaje seroresistente debido a su
variacion dentro de su genoma y por lo tanto, esta variacion no permita el
alineamiento de los primers y por lo tanto no amplifique la PCR. Para poder
confirmar este hecho es necesario buscar otro disefio de primers y ver que patrén
de restriccién se muestra o bien secuenciar el DNA para comprobar que hubo algun
tipo de variacion en ese gen por alguna mutacion y compararlo con la secuencia de

un aislado que si amplifico.
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10. CONCLUSION.

En el estudio se identificaron los linajes seroresistente y serosensible
correspondientes a M. catarrhalis de la poblacibn mexicana estudiada, el mas

frecuente fue el linaje serosensible con una prevalencia del 86.4%.

Se identifico el gen 16S del rRNA en la mayor parte de los aislados de M. catarrhalis
mediante PCR; y a través del RFLP se identifico el tipo 1, 2 y 3 del 16S rRNA con

los cuales se clasificaron los linajes segun Bootsma et. all., 2000.

Se encontrd infeccidn mixta, en la colonizacion por M. catarrhalis, lo cual no ha sido
reportado en la literatura. ElI patron con mayor prevalencia fue
serorresistente/indeterminado con un 60%. Resulta interesante seguir estudiando la
asociacion de tipo de linaje con otros factores de virulencia para analizar el grado

de patogenicidad que puede estar causando en un mismo hospedador.

Se comparo la prevalencia de los linajes en los dos grupos de edad y el de mayor
prevalencia fue el serosensible en nifios fue del 42.1% y en adultos del 57.9%. Sin
embargo, es importante sefialar que el linaje seroresistente tiene una prevalencia

del 100% en la poblacion infantil en comparacion con la adulta.

En la poblacion de México se encontraron aislados de M. catarrhalis virulentos, por
lo que es importante diagnosticar la bacteria en los pacientes, dar el tratamiento
oportuno y llevar a cabo meétodos de prevencidén para evitar la colonizacion vy

resistencia en el hospedador.
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11.ANEXO I. RESULTADOS GLOBALES.

Resultados de los pacientes estudiados para la identificacion del gen 16S rRNA, sus tipos y clasificaciéon de

linaje de M. catarrhalis.

PCR Enzima Hhal Enzima FspBI

P:lc:ig:te Clave Clinica Edad Genero r|12 ?\ISA E::‘::?pi? E:r::aﬁ?pz? Observ;a ciones Tipo Linaje

563 WSS9 F 600 370192 332/200-300 3 Serosensible

563-1 uvégs 9 F 600 370/192 563/439 FspBI (563) 3 Serosensible

1 563-2 uvégs 9 F 600 3701192 563/439/192 FspBl (563/192) 3  Serosensible
563-3 WSS9 F 600 370192 332/200-300 3 Serosensible

563-4 WSS 9 F 600 370192 332/200-300 3 Serosensible

563-5 MSS 9 F 600 370192 332/200-300 3 Serosensible

864 oS 53 F 600 3701192 332/200-300 3 Serosensible

864-1 oS 53 F 600 3701192 332/200-300 3 Serosensible

864-2 oS 53 F 600 3701192  332/200-300 3 Serosensible

? 864-3 oS 53 F 600 3701192 332/200-300 3 Serosensible
goa-4  °O 53 Foo 000290 5631200300 1 Seroresistente

864-5 WSS s F 600 370192 332/200-300 3 Serosensible

3 1264 MSS  w F 600 370/192  332/200-300 3 Serosensible
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IMSS

1264-1 " 47 F 600 370192 332/200-300 3 Serosensible
12642 00 a7 F 600 3701192 332/200-300 3 Serosensible
12643 MSS 47 F 600 3701192  332/200-300 3 Serosensible
1264-4 ”\gis 47 F 600 370/192 %%3(’)//3%22/ /21%3' FspBl (563/192) 3 Serosensible
1264-5 ||\ng 47 F 600  563/370-192 56%%?2’5’032/ FspBl (563/439) 1,3 SSeerr(;)rSeesrllsStlgrl\?(/a
1764 WSS s Foo 009290 563200300 4391214 1 Seroresistente
17641 MOS 6 Foo 009290 563200300 4301124 1 Seroresistente
17642 oS 6 P 000290 563200300 4391124 1 Seroresistente
) 17643 NO° 6 Fo 000090 563200300  439/124 1 Seroresistente
17644 NS5 6 Fo 000090 563200300  439/124 1 Seroresistente
17645 o0 6 Fo 000290 563200300  439/124 1 Seroresistente
1864 WSS 18 F NA NA NA / /
1864-1 WSS 18 F NA NA NA / /
18642 MO 18 F NA NA NA / /
° 1864-3 OO 18 F NA NA NA / /
1864-4 O 18 F NA NA NA / /
1864-5 0O 18 Foo 000200 5631200300 439124 1 Seroresistente
6 2264 oS 7 F NA NA NA / /
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IMSS

2264-1 "~ 67 F NA NA NA /
2264-2 ”Véjs 67 F 600 370/192 3030?;%220/?'2 ,  FspBI(192) Serosensible
2264-3 ”V(SS 67 F 600 370/192 350?;%220/?'2 ,  FspBI(192) Serosensible
2264-4 ”\gis 67 F 600 370/192 603/0309;%/92200- FspBI (600/192) Serosensible
2264-5 ||\ng 67 F 600 370/192 3503%22%(1"2 ,  FspBI(192) Serosensible

2864 WSS 48 M NA NA NA /
2864-1 WSS 48 M NA NA NA /
28642 MOO 48 Mo %0290 se3200300 4307124 Seroresistente
2864-3  Mo° 48 Mo 200290 5631200300  439/124 Seroresistente
28644 Mo° 48 Mo 200290 563200300  439/124 Seroresistente
2864-5 O 48 Mo 200290 5631200300  439/124 Seroresistente
3g6a-1 MO 36 F 600 370192 332/200-300 Serosensible
38642 MO 36 F 600 370192 332/200-300 Serosensible

4264 oS 9 F NA NA NA /
az64-1 MO 9 F NA NA NA /

642 "OS9 Foo 00000 5631200300 439124 Seroresistente
42643 MOS g Foo 000200 5631200300 439124 Seroresistente
a264-4 MO 9 F NA NA NA /
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a264-5 SS9 Foo 00000 5631200300 439/124 Seroresistente
5064-1 ||\ng 18 M NA NA NA /
5064-2 IMSS 18 M 600/200 563-200-300 Seroresistente
64 2300
10 5064-3 ”\gis 18 M NA NA NA /
5064-4 ||\ng 18 M NA NA NA /
5064-5 IMSS g M 800200 5es060-300 Seroresistente
64 2300
5164-1 ”\gis 8 M NA NA NA /
5164-2 ”\gis 8 M 600 370192 332/200-300 Serosensible
11 51643 'O 8 Mo 200290 5631200-300 Seroresistente
5164-4 IMSS 8 M 800200 5es000-300 Seroresistente
64 2300
5164-5 ”\g“zs 8 M NA NA NA /
IMSS i
6764 " 22 F 600 370192 332/200-300 Serosensible
IMSS 332/200- .
6764 - 1 64 22 F 600 370/192 300/192/124 FspBI (192) Serosensible
6764-2 ||vé§s 22 F 600 370192 332/200-300 Serosensible
12
6764 -3 ”\gis 22 F 600 3701192 332/200-300 Serosensible
IMSS 332/200- .
6764 -4 "~ 22 F 600 ooz L S2200  FspBi(192) Serosensible
6764 -5 ”\gjs 22 F 600 3701192 332/200-300 Serosensible
13 7264-1 ”\gjs 4 M 200-300 NA 124 /
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72602 SO 4 Mo %0290 5631200300  439/124 1 Seroresistente
72643 NSS4 M 200-300 NA 124 / /
72644 S g M 200-300 NA 124 / /
72645 SO 4 Mo 209290 se3200300  430/124 1 Seroresistente
72646 o0 4 M 200-300 NA 124 / /
NC151 INP 2 Fo 009290 563200300 4301124 1 Seroresistente
NC151-1  INP 2 Foo 009290 563200300 4301124 1 Seroresistente
NC151-2  INP 2 F NA NA NA / /
14
NC151-3  INP 2 Fo 000090 563200300  439/124 1 Seroresistente
NC151-4  INP 2 Foo O00%00 631200300 439124 1 Seroresistente
NC151-5  INP 2 Fo 009290 563200300 4391124 1 Seroresistente
NC147  INP___ *10 F / / / / /
NC147-1  INP  *10 Fo 000290 563200300  439/124 1 Seroresistente
15 NC1a72 _INP___ *10 F NA NA NA / /
NC147-3 _INP___ 10 F NA NA NA / /
NC147-4 _INP 10 F NA NA NA / /
NC147-5 INP___ *10 F NA NA NA / /
. IMsS Hhal FspBl .
364-1 64 6 F 600 500 500 (500) / Indeterminado
1 364-3° oS 6 F 600 370/192 3701192  FspBI(370/192) /  Indeterminado
1SS 563/500/439/  563/500/439] e
364-5° " 6 F 600 332/200- 3321200- o000 po | Indeterminado
300/200/100 300/100-200
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0/100), FSpBI
(500/100-200)

IMSS

964-1" i~ 13 M 600 370192  332-200-300 3 Serosensible
964-2" ”Véfs 13 M 600 370/192 350?;%220/?'2 ,  FspBI(192) 3 Serosensible
17 964-3" ||\g§s 13 M 600 370/192 ﬁgﬁgggé . FspBI(192) 3 Serosensible
964-4° ||\ggs 13 M 600 370/192 3503%22%(1"2 ,  FspBI(192) 3 Serosensible
9645  MSS 43 M 600 370192 332/200-300 3 Serosensible
. 3064-2 ”\gis 54 F 600  563/370/192 53%%//?;%22/ 200 FspBI(192) 23 Serosensible
30644 M 54 F 600  s63/370/192  20%352200- 23  Serosensible
275641 o0 3 F 600  s63/370/192  0SS2200- 23  Serosensible
* 275644 00 3 F 600  s63/370/192  0%SS2200- 23 Serosensible
539641 o0 2 F 600  s63/370/192  O0SS2200- 23 Serosensible
20 53964-4 ”\gis 2 F 60_2/02(?0 600/370/192 209/ 33%%/ 200-  phale00) 2,3 Serosensible
539645 o0 2 F 600 370192 332/200-300 3 Serosensible
530641 oS 37 M 600 370192 332/200-300 3 Serosensible
530642 a0 37 M 600 srongz  O0¥O200 gy (563) 3 Serosensible
21 530643 a0 37 M 600 3701192  332/200-300 3 Serosensible
530644 0O 37 M 600 3701192  332/200-300 3 Serosensible

22 116641 o0 %6 F NA NA NA / /
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116642 O %6 Foo 00000 5631200300 439/124 1 Seroresistente
116643 'O %6 F 600 370192 332/200-300 3 Serosensible
116644 0O g Foo 000200 5631200300 439124 1 Seroresistente
116645 O %6 F 600 370192 332/200-300 3 Serosensible
153642 OO 4 M 600 370192 332/200-300 3 Serosensible
23 153643 OO 4 M 600 370192 332/200-300 3 Serosensible
153645 0O 4 M 600  563/370/192  332/200-300 23 Serosensible
248641 OO 85 F 600 370192 332/200-300 3 Serosensible
* 248642 o0 85 F 600 370192 332/200-300 3 Serosensible
36643 o0 3 M 600 370192 332/200-300 3 Serosensible
25 366644 o0 3 M 600 370192 332/200-300 3 Serosensible
36645 o0 3 M 600 370192 332/200-300 3 Serosensible
GeE1  MSS 13 F 600 370192 332/200-300 3 Serosensible
GeE2  MSS 13 F 600 370/192 332 3 Serosensible
% GeE3  MSS 13 F 600 3701192  332/200-300 3 Serosensible
GCE5  MSS 13 F 600 3701192  332/200-300 3 Serosensible
oEc1  MSS 43 Foo 00000 3701192 332/200-300 3 Serosensible
“ oEc2  MSS 43 F 600 3701192  332-200-300 3 Serosensible
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OEC-3 ”\gjs 43 600 3701192 8% 33%%/ 200- Egppi (563) Serosensible
OEC4 M55 43 600 370192 332/200-300 Serosensible
oEC-5s  MSS 43 600 3701192  332/200-300 Serosensible
pcz  MSS g 600 370192 332/200-300 Serosensible
% pcs  MSS 3 600 370192 332/200-300 Serosensible
GO-1 WSS . 600 3701192 332/200-300 Serosensible
GO-2 WSS . 600 3701192  332/200-300 Serosensible
29 GO-3 WSS . 600 3701192  332/200-300 Serosensible
GO-4 WSS . 600 370192 332/200-300 Serosensible
GO-5 WSS . 600 370192 332/200-300 Serosensible
Rit1 MSS e 000290 5631200300  439/124 Seroresistente
ritz  MSS a2 00090 5631200300  439/124 Seroresistente
30 rR113 MSS a2 00090 5631200300  439/124 Seroresistente
rRita MO e 000200 563/200-300  439/124 Seroresistente
rRi15 M9S5S e OO0 563/200-300  439/124 Seroresistente
cro1 M5 7o 0000 370192 3321200300 Serosensible
31 croz M5 7o 0000 370192 3321200300 Serosensible
cro3  MSS 7o 0000 370192 3321200300 Serosensible
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croa M5 70 Foo 000 aror92  332/200-300 3 Serosensible
cros M 70 Foo 000 a7or92  332/200-300 3 Serosensible
F8-1 WS 8 Mo 009290 563200300 4391124 1 Seroresistente
F8-2 WSS 8 Mo 209290 se3200300  430/124 1 Seroresistente
32 F8-3 WSS s Mo 209290 se3200300  430/124 1 Seroresistente
F8-4 WSS s Mo %0200 5e300300  430/124 1 Seroresistente
F8-5 IMSS g Mo 600200 5e5000-300  439/124 1 Seroresistente
64 -300
Controles
ATCC
S19s NA NA NA NA NA
ATCC 600/200 .
49143 -300 563/200-300  600/200-300 FspBI (600) 1 Seroresistente
ATCC 6001200 5631200300 439124 1 Seroresistente
Ravasio -300
ATCC 600/200 .
1908 -300 563/200-300 439/124 1 Seroresistente
ATCC 600/200 .
2193 -300 563/200-300 439/124 1 Seroresistente

Para el caso de la edad (*) expone la edad en meses. -1,-2,-3,-4,-5 después de la clave corresponde al nimero de clona. (NA) No Amplifico. !
Observaciones (tamafios de banda identificados no relacionados con el tipo 1, 2 y 3 del 16S rRNA).
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12. ANEXO 2. Preparacion de Medios de Cultivo.

Medio de Cultivo

Composicion

Agar Sangre DIBICO: 40 g—1 L de agua destilada.

Esterilizar 121 °C/15 Lb/15 min.

Agar Sangre
Enfriar a 40-45 °C.
Agregar 5% de sangre de conejo estéril desfibrinada.
Caldo Soya Tripticaseina BIOXON: 30 g—1 L de
agua destilada.
Agar Soya

Tripticaseina + X

Bacto Agar DIFCO: 1.5%.
Extracto de Levadura BIOXON: 5%.
Esterilizar 121 °C/15 Lb/15 min.

Agar test Desoxyribunucléase Merck: 42 g-1 L de

Agar DNAasa agua destilada.
Esterilizar 121°C/15 Lb/15 min.
Caldo Soya Triptcaseina BIOXON: 30 g—1 L de
agua destilada.
Bacto Agar DIFCO 1.5%.
Agar Lipasa

Esterilizar 121°C/15 Lb/15 min.
Reactivo de Lipasa:1 mL de Tween, 100 mL de agua

destilada y 25 mL de aceite de oliva (virgen puro).

Carbohidratos:
Glucosa
Sacarosa
Fructosa
Maltosa

Lactosa

Medio CTA BIOXON: 28.5 g—1 L de agua destilada.

Bacto Agar DIFCO 1.5%.

Agregar 1% del carbohidrato (Glucosa, Sacarosa,
Fructosa, Maltosa y Lactosa) segun corresponda.
Dispensar alicuotas de 3 mL en tubos de vidrio.
Esterilizar: 115-118 °C/12 Lb/10 min.

Caldo Infusion
Cerebro Corazon

Infusién Cerebro corazén MCD-LAB: 37 g—»1 L de

agua destilada.

Dispensar alicuotas de 2 mL en tubos de vidrio.
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Esterilizar: 121°C/15 Lb/15 min.

Skim Milk

Leche descremada Svelty: 2 g de -100 mL

Infusién Cerebro corazon MCD-LAB: 3 g—»100 mL de

agua destilada.

Glucosa 0.5 g -100 mL.

Glicerol estéril 13%.
Esterilizar 121 °C/15 Lb/15 min.
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