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RESUMEN 

 
 

El tratamiento de las infecciones nosocomiales se complica más cada día, debido a que los 

agentes etiológicos que las causan son principalmente bacterias multiresistentes. Dado que la 

resistencia está codificada por genes, es necesario conocer y actualizar sus frecuencias, lo que 

permitiría guiar el control de la resistencia antimicrobiana en recintos hospitalarios. 

Actualmente, para la detección de estos genes se utiliza principalmente la Reacción en Cadena 

de la Polimerasa (PCR),  la que requiere de controles positivos para la adecuada interpretación 

de sus resultados. 

Por ello, el objetivo de este estudio fue obtener controles positivos para dos genes de resistencia 

a tetraciclinas: tet(A) y tet(B) a partir dos cepas bacterianas resistentes a tetraciclinas: 

Pseudomonas aeruginosa y Pantoea agglomerans, detectando estos genes mediante PCR, 

secuenciándolos y comparando su identidad nucleotídica con datos del GenBank®.  

Los resultados obtenidos, mediante el programa Clustal W indican para tet(B) porcentajes de 

identidad nucleotídica mayores al 90%, mientras que para tet(A) fueron inferiores (78,79 y 

83%). 

En consecuencia, se confirmó la presencia del gen tet(B) en las cepas estudiadas siendo factible 

su utilización como controles positivos, no siendo posible la obtención de cepas controles para 

tet(A). 

 

Palabras claves: infección nosocomial, tetraciclinas, genes tet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



SUMMARY 

 

 

Because the etiologic agents are mainly multi-resistant bacteria, the treatment of nosocomial 

infections is increasingly complicated. In addition, due to the fact that bacterial resistance is 

encoded by genes, it becomes necessary to know and update their frequencies and to guide the 

control of antimicrobial resistance in hospitals. 

Currently, the Polymerase Chain Reaction is the molecular tool used for the detection of these 

genes, but positive controls are needed for the proper interpretation of their results. 

Therefore, the objective of this study was to obtain two positive controls for tetracycline 

resistance genes: tet(A) and tet(B) from Pseudomonas aeruginosa and Pantoea agglomerans , 

two bacterial strains resistant to tetracycline. These genes were detected by PCR, sequenced 

and compared with data from GenBank.®. 

The results obtained using the Clustal W program indicated a percentage of nucleotidic identity 

higher than 90% for tet(B) gene, meanwhile lower nucleotidic identity for tet(A) gene (78, 79 

and 83%) was detected. 

Thus, the presence of the tet(B) gene was confirmed in the studied strains and its utilization as 

positive controls can be suggested. The obtaining of strain that may be used as positive control 

for tet(A) gene was not achieved. 

 

Keywords: nosocomial infection, tetracycline, tet genes. 
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INTRODUCCIÓN 

Las infecciones nosocomiales o intrahospitalarias (IN o IIH) se han definido como aquellas 

infecciones que son adquiridas dentro de un recinto hospitalario y cuya manifestación, 

dependiendo del periodo de incubación de la infección, puede presentarse 48-72 horas después, 

o incluso una vez dado de alta el paciente, es decir que no están presentes o siendo incubadas al 

momento de su ingreso (14). Son causadas preferentemente por bacterias, siendo las más 

aisladas desde unidades intensivas humanas Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Acinetobacter baumanni (13). 

En el caso de la medicina veterinaria, son escasos los estudios efectuados en hospitales 

veterinarios donde se aíslen e identifiquen los agentes nosocomiales de mayor prevalencia. En 

Chile se han identificado algunas bacterias causantes de infecciones en heridas operatorias en 

un hospital de pequeños animales, siendo Staphylococcus intermedius el agente más recurrente 

tanto en perros como en gatos, seguido por Actinomyces pyogenes, Micrococcus spp., y 

Pseudomonas aeruginosa (20). También se han identificado bacterias ambientales 

potencialmente nosocomiales como Enterococcus faecium, Enterobacter cloacae, Escherichia 

coli y Pseudomonas aeruginosa, las cuales presentaron un alto porcentaje resistencia a 2 o más 

antimicrobianos (8). 

Para definir si una bacteria es resistente a un antimicrobiano, se considera la concentración 

mínima inhibitoria (CIM); cuando la concentración que el antimicrobiano alcanza en el tejido 

no supera la CIM, las bacterias tienen todas las posibilidades de sobrevivir y se puede indicar 

que son resistentes (5). Esta resistencia puede ser una propiedad natural (intrínseca) o el 

resultado de una mutación o adquisición de material genético en forma de plásmidos o 

transposones, a través de diferentes procesos de transferencia, lo cual se ve facilitado por la 

presión de selección generada al utilizar antibacterianos (1, 3). 

Actualmente, uno de los grupos de antibacterianos que presenta altos niveles de resistencia 

bacteriana, es el de las tetraciclinas (2). Los principales mecanismos de resistencia descritos 

para contrarrestar el efecto de estos antibacterianos, son: bombas de expulsión activa 

específicas para las tetraciclinas y proteínas de protección ribosomal, siendo de menor 

importancia la inactivación enzimática del fármaco (22).  El primer mecanismo se ha descrito 

mayormente entre bacterias Gram-negativas, mientras que el segundo entre las Gram-positivas.  
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Hasta el momento, han sido caracterizados 40 determinantes genéticos de resistencia a 

tetraciclina (genes tet) y 3 determinantes de resistencia a oxitetraciclina (genes otr) (18). La 

mayoría de estos genes, entre ellos tet(A) y tet(B), codifican una proteína de eflujo (Tet) de 

membrana citoplasmática, la cual intercambia un protón por un complejo catión- tetraciclina 

contra el gradiente de concentración (2,4). Se describe que estos dos genes están ampliamente 

diseminados en la naturaleza entre bacterias Gram-negativas, debido a que se presentan 

principalmente en elementos genéticos móviles (10). 

Algunos estudios han evaluado la prevalencia de estos genes en bacterias nosocomiales y se 

reconoce que el gen tet(B) es el más prevalente en cepas de Acinectobacer baumanni (10) 

mientras que  tet(A) y tet(B) presentan una alta frecuencia en cepas de Escherichia coli (23). 

Para lograr esta detección se ha utilizado la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) (6). 

Esta técnica, se basa en la amplificación exponencial de una secuencia de interés, de manera 

sensible y específica. Para su realización se requiere de ADN, dos oligonucleótidos sintéticos 

(partidores) que brindan la especificidad a la técnica, la ADN polimerasa proveniente 

inicialmente de la bacteria Thermus aquaticus, los cuatro desoxinucleótidos y  un 

termociclador, que permite variar la temperatura de acuerdo a la etapa en desarrollo, 

necesitando la desnaturación y la extensión, temperaturas más elevadas que el alineamiento 

(11,19). 

La técnica de PCR, requiere de controles positivos, los cuales son un elemento fundamental en 

la interpretación de los resultados. Actualmente, en el laboratorio de Microbiología de la 

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile, no se dispone de 

cepas nativas en las que se certifique la presencia de genes de resistencia que puedan ser 

utilizados como controles positivos, por lo que deben ser obtenidas a partir de cepas 

fenotípicamente resistentes. Debido a esta deficiencia, este estudio tiene por objetivo generar 

controles positivos nativos útiles en la detección de los genes tet(A) y tet(B), complementando 

las investigaciones en las que se han obtenido cepas controles positivos para los genes blaTEM y 

mecA, involucrados en la resistencia a β-lactámicos (datos no publicados). 

Estos controles permitirán, confirmar la presencia o ausencia de estos genes en bacterias 

aisladas desde recintos hospitalarios, siendo de gran utilidad como medida predictiva para un 

mayor control de la resistencia bacteriana, y en el desarrollo de un sistema de vigilancia que 
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guíe la rotación de los antimicrobianos a utilizar, de acuerdo a la situación epidemiológica de 

cada recinto hospitalario (12, 15).  

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Esta investigación se realizó en el Laboratorio de Microbiología Veterinaria del Departamento 

de Medicina Preventiva Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la 

Universidad de Chile. 

Se utilizaron 2 cepas bacterianas: Pseudomonas aeruginosa y Pantoea agglomerans, aisladas e 

identificadas en un estudio previo (8) que presentaron resistencia fenotípica a tetraciclinas 

según determinación de la susceptibilidad antimicrobiana mediante el método de Kirby Bauer y  

que al ser analizadas previamente mediante PCR, amplificaron bandas de tamaño compatible 

con lo descrito para los genes tet(A) y tet(B) (16). 

La extracción del ADN bacteriano se realizó mediante la utilización de un kit comercial 

(Genomic DNA Purification kit, Fermentas®), siguiendo las indicaciones del fabricante. 

Para su amplificación, se utilizó un kit comercial (2X PCR Master Mix Fermentas®), que 

contiene la polimerasa termoestable, los desoxinucleótidos trifosfatos (dNTPs), el buffer de 

reacción y MgCl2.  

Las condiciones de amplificación de los genes fueron las mismas para ambos genes tet (10). 

Brevemente, las muestras fueron sometidas a 30 ciclos, con denaturación a 94ºC por un minuto,  

alineamiento a 55ºC por un minuto, extensión a 72ºC por un minuto y finalmente una 

elongación final a 72ºC por cinco minutos. Los partidores utilizados están descritos en el anexo 

1 y los tamaños  de banda esperados para tet(A) y para tet(B) fueron 950 pb y 650 pb 

respectivamente. 

La visualización de los productos de PCR, se realizó mediante electroforesis en gel de agarosa 

al 2% (Winkler®) en buffer Tris acetato EDTA (TAE) (Fermentas ®). El producto de PCR se 

mezcló con un producto comercial de carga (6X Mass Ruler Loading Dye Solution; Fermentas 

®) y la electroforesis se llevó a cabo a 90 V por 90 minutos. Como marcador de tamaño 

molecular se utilizó un estándar que contiene fragmentos de ADN entre 100 y 1000 pb (DNA 

ladder; Fermentas ®). Luego de la electroforesis, el gel se sometió a inmersión en bromuro de 

etidio (0,5 μg/mL; Fermelo ®) y las bandas fueron visualizadas en un transiluminador de luz 

ultravioleta (Transiluminator UVP ®) y fotografiadas con una cámara digital. 
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Respecto a las medidas de bioseguridad, éstas incluyeron el uso de material estéril, la 

utilización de delantal manga larga y guantes. El uso de un transiluminador de luz UV y del 

bromuro de etidio, contempló la utilización de una placa de acrílico y gafas con filtro, como 

también la incineración de los geles. 

La secuenciación de los fragmentos de ADN resultantes, fue realizado por la empresa genYtec 

(Genética y Tecnología Ltda). Posteriormente, estas secuencias se alinearon mediante el 

programa on line Clustal W (acceso libre), obteniendo una secuencia de consenso para cada gen 

y cada cepa, comparándolas luego con algunas descritas en el GenBank® y determinando 

finalmente el porcentaje de identidad nucleotídica (PIN) para los genes de interés (21). Los 

números de acceso de las secuencias utilizadas para el alineamiento del gen tet(B) fueron: 

FJ411076.1, HQ333262.1 y FR872822.1 (anexo 4) y para tet(A): NC_005327.1 y 

NC_013951.1 (anexo 8). El criterio para clasificar a los genes tet, se basó en el utilizado 

previamente, considerando al menos un PIN ≥ 80% para ser clasificado dentro de alguno de los 

determinantes genéticos ya descritos (9). 

 

RESULTADOS 

Detección y secuenciación genes tet(A) y tet(B) en bacterias descritas como nosocomiales. 

En la figura 1, se visualizan las bandas obtenidas al realizar PCR: bandas de 300 pb para el gen 

tet(A) y de 650 pb para el gen tet(B).  

 

Figura 1. Detección mediante PCR de los genes tet(A) y tet(B) en 2 cepas bacterianas. 

 

 

 

Detección de tet(A) 

Carriles 1-4    : P. agglomerans 

Carriles 5-8    : P.aeruginosa 

Carril 9           : MTM (1) 

Carril 10         : Control negativo (2) 

 

Detección de tet(B) 

Carriles 11-14 : P.agglomerans 

Carriles 15-18 : P.aeruginosa 

Carril 19          : MTM (1) 

Carril 20          : Control negativo (2) 

 
1. MTM: Marcador de tamaño molecular. 

2. ADN de virus herpes canino 
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Determinación del porcentaje de identidad nucleotídica (PIN)  respecto del GenBank®. 

Una vez secuenciados todos estos fragmentos, se obtuvo para cada cepa bacteriana y gen tet 

estudiado, una secuencia de consenso (anexos 2, 3, 6 y 7). 

Al realizar el alineamiento múltiple para el gen tet(B) (cuadro 1, anexo 5), se encontraron 

valores mayores al 90% para ambas secuencias de consenso: BOR1 (93, 98 y 98%); BOR2 (93, 

96 y 96%). El valor de PIN entre las secuencias GenBank® es de 99%. 

Mientras que para tet(A) (cuadro 2, anexo 9) las secuencias BOR3 y BOR4 alcanzaron valores 

de PIN menores a los anteriores: BOR3 (78% y 79%) y BOR4 (83%) mientras que el PIN entre 

las secuencias de GenBank® es de 100%. 

 

  Cuadro 1. PIN para tet(B).                                      Cuadro 2. PIN para tet(A). 

Nombre Bases Nombre Bases PIN  Nombre Bases Nombre Bases PIN 

BOR1 512 S1 655 98.0 BOR3 288 BOR4 284 65.0 

BOR1 512 S2 418 93.0 BOR3 288 S4 1200 78.0 

BOR1 512 S3 789 98.0 BOR3 288 S5 1275 79.0 

BOR1 512 BOR2 514 77.0 BOR4 284 S4 1200 83.0 

S1 655 S2 418 99.0 BOR4 284 S5 1275 83.0 

S1 655 S3 789 99.0 S4 1200 S5 1275  100.0 

S1 655 BOR2 514 96.0  

S2 418 S3 789 99.0 

S2 418 BOR2 514 93.0 

S3 789 BOR2 514 96.0 

 

 

DISCUSIÓN  

Hoy en día, es necesario contar con herramientas que permitan guiar el control de la resistencia 

bacteriana en los hospitales. Una de estas herramientas, podría basarse en la detección de genes 

de resistencia, los cuales permitirían una mejor elección de los antimicrobianos a utilizar 

complementando la información obtenida en el antibiograma.  

Para esta detección molecular, una alternativa es utilizar la técnica de PCR. Un riesgo 

importante en su realización, es la contaminación con ADN exógeno, el que puede provenir 
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principalmente de reacciones anteriores o por el uso de reactivos contaminados. Para evitarla, 

se recomienda básicamente respetar las normas de trabajo, utilizar reactivos de calidad 

certificada, material desechable y contar con un espacio físico separado de áreas donde se 

realicen otras actividades (17, 24). 

En este trabajo, la metodología descrita (10) permitió obtener amplicones de tamaños cercanos 

a 650 pb para el gen tet(B) y de 300 pb para el gen tet(A) a partir de muestras provenientes de 

P.agglomerans y P.aeruginosa, dos cepas bacterianas ambientales descritas como 

potencialmente nosocomiales (8).  

La obtención de amplicones de 650 pb fue una primera señal de la presencia del gen tet(B). Sin 

embargo, la presencia de amplicones de 300 pb respecto del gen tet(A) generó una interrogante 

aun no resuelta, debido a que estas mismas cepas fueron previamente analizadas por PCR, 

amplificando bandas de 950 pb (16).  

Las secuencias nucleotídicas obtenidas, permitieron evidenciar la presencia del gen tet(B) y 

descartar definitivamente la alternativa que el fragmento de 300 pb sea parte del gen tet(A), 

pues a pesar de alcanzar un valor de PIN relativamente alto (83%) en  P.aeruginosa,  su 

alineamiento con las otras secuencias descritas no fue homogéneo, situación que es aún más 

evidente en la cepa de P.agglomerans (anexo 9, cuadro 2). Este resultado no correspondería a 

una falla en la extracción de ADN bacteriano, lo cual es corroborado por la presencia de 

amplicones de 650 pb; tampoco sería atribuible a los partidores, que fueron preparados de 

nuevo para evitar confusiones; la mezcla de reacción fue la misma, por lo tanto no representa 

un error tampoco y por último, el programa introducido en el termociclador es el mismo para 

ambos protocolos de PCR (10). Por lo tanto, para la detección de este gen en el futuro próximo, 

es recomendable el uso de partidores alternativos, ya sea previamente utilizados (7) o diseñados 

mediante programas computacionales (in silico) utilizando como referencia secuencias ya 

descritas y publicadas en bancos genéticos (anexos 10 y 11). 

Al obtener las secuencias nucleotídicas y realizar el alineamiento mediante el programa Clustal 

W, se corroboró la obtención de dos cepas controles positivos para tet(B):  P.agglomerans y 

P.aeruginosa, pues el valor de PIN alcanzado (≥ 93%) permite clasificarlos en este 

determinante genético, superando  el valor PIN de 80%, recomendado en el caso de los genes 

tet (9). No obstante, quedará la interrogante sobre la presencia del gen tet(A) en las muestras 

analizadas. 
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En relación a esto último, al incorporar la secuencia de 300 pb en la base de datos del programa 

on line de acceso libre denominado BLAST (25), la secuencia BOR4 (P.aeruginosa) muestra 

un 93% de identidad nucleotídica con un segmento del genoma completo de P.aeruginosa, lo 

cual era esperable (anexo 12). Sin embargo, al incorporar la secuencia BOR3 (P.agglomerans), 

el programa no encuentra ninguna identidad en su vasta colección nucleotídica (anexo 13), 

sugiriendo quizás amplificación no específica. Por ello, sería interesante reiterar la utilización 

de los partidores diseñados in silico propuestos en este estudio, para llegar a corroborar la 

obtención de fragmentos compatibles con el tamaño esperado y verificar su identidad a través 

de secuenciación, evaluando su posible utilidad como controles positivos 

Finalmente, la verificación de la presencia del gen tet(B) en P.agglomerans y P.aeruginosa 

constituye –al parecer- un hallazgo debido que anteriormente no se ha descrito este gen en 

ninguna de estas cepas. 

 

CONCLUSIONES 

La metodología descrita permitió obtener dos cepas controles nativas: P.agglomerans y 

P.aeruginosa, para continuar con el estudio del gen tet(B), uno de los 40 genes involucrados en 

la resistencia a tetraciclinas y constituye un primer paso hacia el estudio de las relaciones entre 

la susceptibilidad antimicrobiana determinada mediante el método de Kirby Bauer y la 

presencia efectiva de un gen involucrado en la resistencia. 
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ANEXOS 

 

 

Anexo 1. Partidores según gen tet (10) 

Gen   Partidores  

tet(A) 5'-GTAATTCTGAGCACTGTCGC-3' 5'-CTGCCTGGACAACATTGCTT-3' 

tet(B) 5'-TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG-3' 5'-GTAATGGGCCAATAACACCG-3' 

 

 

 

Anexo 2. Obtención de secuencia de consenso BOR1: tet(B) de P.agglomerans. 

 

tetB1     TTATGTTTTGG-TTCCGTGAAACCAAAAA-TACACGTGATAATACAGATACCG-AAGTAG 57 

tetB2     TTATGTTTTGGGTTCCGTGAAACCAAAAAATACACGTGATAATACAGATACCGGAAGTAG 60 

          *********** ***************** *********************** ****** 

BOR1      TTATGTTTTGGGTTCCGTGAAACCAAAAAATACACGTGATAATACAGATACCGGAAGTAG 

 

 

tetB1     GGGT-GAGACGCAATCGAATTCGGTATACATCACTTTATTTAAAACGATGCCCCATTTTG 116 

tetB2     GGGTTGAGACGCAATCGAATTCGGTATACATCACTTTATTTAAAACGATGCCC-ATTTTG 119 

          **** ************************************************ ****** 

BOR1      GGGTTGAGACGCAATCGAATTCGGTATACATCACTTTATTTAAAACGATGCCCCATTTTG 

 

 

tetB1     TTGATTATTTATTTTTCAGCGCAATTGATAGGCCAAATTCCCGCAACGGTGTGGGTGCTA 176 

tetB2     TTGATTATTTATTTTTCAGCGCAATTGATAGGCCAAATTCCCGCAACGGTGTGGGTGCTA 179 

          ************************************************************ 

BOR1      TTGATTATTTATTTTTCAGCGCAATTGATAGGCCAAATTCCCGCAACGGTGTGGGTGCTA 

 

 

tetB1     TTTACCGAAAATCGTTTTGGATGGAATAGCATGATGGTTGGCTTTTCATTAGCGGGTCTT 236 

tetB2     TTTACCGAAAATCGTTTTGGATGGAATAGCATGATGGTTGGCTTTTCATTAGCGGGTCTT 239 

          ************************************************************ 

BOR1      TTTACCGAAAATCGTTTTGGATGGAATAGCATGATGGTTGGCTTTTCATTAGCGGGTCTT 

 

 

tetB1     GGTCTTTTACACTCAGTATTCCAAGCCTTTGTGGCAGGAAGAATAGCCACTAAATGGGGC 296 

tetB2     GGTCTTTTACACTCAGTATTCCAAGCCTTTGTGGCAGGAAGAATAGCCACTAAATGGGGC 299 

          ************************************************************ 

BOR1      GGTCTTTTACACTCAGTATTCCAAGCCTTTGTGGCAGGAAGAATAGCCACTAAATGGGGC 

 

 

tetB1     GAAAAAACGGCAGTACTGCTCGGATTTATTGCAGATAGTAGTGCATTTGCCTTTTTAGCG 356 

tetB2     GAAAAAACGGCAGTACTGCTCGGATTTATTGCAGATAGTAGTGCATTTGCCTTTTTAGCG 359 

          ************************************************************ 

BOR1      GAAAAAACGGCAGTACTGCTCGGATTTATTGCAGATAGTAGTGCATTTGCCTTTTTAGCG 
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tetB1     TTTATATCTGAAGGTTGGTTAGTTTTCCCTGTTATAATAATATTGGCTGGTGGTGGGATC 416 

tetB2     TTTATATCTGAAGGTTGGTTAGTTTTCCCTGTTTAAAATATATTGGCTGGTGGTGGGATC 419 

          *********************************  **  ********************* 

BOR1      TTTATATCTGAAGGTTGGTTAGTTTTCCCTGTTATAATAATATTGGCTGGTGGTGGGATC 

 

tetB1     GCTTTACCTGCATTACAGGGAGTGATGTCTATCCAAACAAAGATTCATCAGCAAGGTGCT 476 

tetB2     GCTTTACCTGCATTACAGGGAGTGATGTCTATCCAAACAAAGAGTCATCAGCAAGGTGCT 479 

          ******************************************* **************** 

BOR1      GCTTTACCTGCATTACAGGGAGTGATGTCTATCCAAACAAAGAGTCATCAGCAAGGTGCT 

 

 

tetB1     TTACAGGGATTATTGGGAGCCTTACCAATGCACAT 511 

tetB2     TTACAGGGATTATTGGGAGCCTTACCAATGCACT- 513 

          *********************************  

BOR1      TTACAGGGATTATTGGGAGCCTTACCAATGCACT 

 

 

 

 

 

 

Anexo 3. Obtención de secuencia de consenso BOR2: tet(B) de P.aeruginosa.  

 

 

tetB3      TGCCTTGGTTAAAGCGGGGCCTATTATTGGTGGTTTTGAGGAGAGTTTTTACCGCATAGT 60 

tetB4      -AGCTTGGTTAAAGCGGGGCCTATT-TTGGTGGTTTTGAGGAGAGATTTC-CCGCATAGT 57 

              ********************** ******************* ***  ********* 

BOR2       TGCCTTGGTTAAAGCGGGGCCTATTATTGGTGGTTTTGAGGAGAGTTTTTACCGCATAGT 

 

 

tetB3      CCCTTTTTTATCGCTGCGTTGCTAAATATTGTCGCTTTCCTTGTGGTTATGTTTATTGTT 120 

tetB4      CCCTTTTTTATCGCTGCGTTGCTAAATATTGTCGCTTTCCTTGTGGTTATGTTT-TGGTT 116 

           ****************************************************** * *** 

BOR2       CCCTTTTTTATCGCTGCGTTGCTAAATATTGTCGCTTTCCTTGTGGTTATGTTTATTGTT 

 

 

tetB3      CCGTGAAACCAAAAATACACCGTGATAATACAGATACCGAAGTAGGGGTTGAGACGCAAT 180 

tetB4      CCGTGAAACCAAAAATACAC-GTGATAATACAGATACCGAAGTAGGGGTTGAGACGCAAT 175 

           ******************** *************************************** 

BOR2       CCGTGAAACCAAAAATACACCGTGATAATACAGATACCGAAGTAGGGGTTGAGACGCAAT 

 

 

tetB3      CGAATTCGGTATACATCACTTTATTTAAAACGATGCCCATTTTGTTGATTATTTATTTTT 240 

tetB4      CGAATTCGGTATACATCACTTTATTTAAAACGATGCCCATTTTGTTGATTATTTATTTTT 235 

           ************************************************************ 

BOR2       CGAATTCGGTATACATCACTTTATTTAAAACGATGCCCATTTTGTTGATTATTTATTTTT 

 

 

tetB3      CAGCGCAATTGATAGGCCAAATTCCCGCAACGGTGTGGGTGCTATTTACCGAAAATCGTT 300 

tetB4      CAGCGCAATTGATAGGCCAAATTCCCGCAACGGTGTGGGTGCTATTTACCGAAAATCGTT 295 

           ************************************************************ 

BOR2       CAGCGCAATTGATAGGCCAAATTCCCGCAACGGTGTGGGTGCTATTTACCGAAAATCGTT 
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tetB3      TTGGATGGAATAGCATGATGGTTGGCTTTTCATTAGCGGGTCTTGGTCTTTTACACTCAG 360 

tetB4      TTGGATGGAATAGCATGATGGTTGGCTTTTCATTAGCGGGTCTTGGTCTTTTACACTCAG 355 

           ************************************************************ 

BOR2       TTGGATGGAATAGCATGATGGTTGGCTTTTCATTAGCGGGTCTTGGTCTTTTACACTCAG 

 

 

 

tetB3      TATTCCAAGCCTTTGTGGCAGGAAGAATAGCCACTAAATGGGGCGAAAAA-CGGCAGTAC 419 

tetB4      TATTCCAAGCCTTTGTGGCAAGAAGAATAGCCACTAAATGGGGCGAAAAAACGGCAGTAC 415 

           ******************** ***************************** ********* 

BOR2       TATTCCAAGCCTTTGTGGCAAGAAGAATAGCCACTAAATGGGGCGAAAAAACGGCAGTAC 

 

 

 

tetB3      TGCTCGGATTTATTGCAGATAGTAGTGCATTTGCCTTTTTAGCGTTTATATCTGAAGGT- 478 

tetB4      TGCTCGGATTTATTGCAGATAGTAGTGCATTTGCCTTTTTAGCGTTTATATCTGAAGGTT 475 

           ***********************************************************  

BOR2       TGCTCGGATTTATTGCAGATAGTAGTGCATTTGCCTTTTTAGCGTTTATATCTGAAGGTT 

 

 

 

tetB3      GGGTTAGTTTT--CCCTGTTTT--AATTTTATT- 507 

tetB4      GGGTGAGGTTTGTCCCTGTTTTTAAATTTTATTA 509 

           **** ** ***  *********  *********  

BOR2       GGGTGAGGTTTGTCCCTGTTTTTAAATTTTATTA 

 

 

 

 

 

Anexo 4. Secuencias a comparar en el alineamiento nucleotídico. 

 
a) Secuencias entregadas por genYtec 
 
>BOR1: secuencia de consenso tet(B) (P.agglomerans) 
TTATGTTTTGGGTTCCGTGAAACCAAAAAATACACGTGATAATACAGATACCGGAAGTAGGGTTGAGACGCAATC 

GAATTCGGTATACATCACTTTATTTAAAACGATGCCCCATTTTGTTGATTATTTATTTTTCAGCGCAATTGATAG 

GCCAAATTCCCGCAACGGTGTGGGTGCTATTTACCGAAAATCGTTTTGGATGGAATAGCATGATGGTTGGCTTTT 

CATTAGCGGGTCTTGGTCTTTTACACTCAGTATTCCAAGCCTTTGTGGCAGGAAGAATAGCCACTAAATGGGGCG 

AAAAAACGGCAGTACTGCTCGGATTTATTGCAGATAGTAGTGCATTTGCCTTTTTAGCGTTTATATCTGAAGGTT 

GGTTAGTTTTCCCTGTTATAATAATATTGGCTGGTGGTGGGATCGCTTTACCTGCATTACAGGGAGTGATGTCTA 

TCCAAACAAAGAGTCATCGCAAGGTGCTTTACAGGGATTATTGGGAGCCTTACCAATGCACT 

 
>BOR2: secuencia de consenso tet(B) (P.aeruginosa) 
TGCCTTGGTTAAAGCGGGGCCTATTATTGGTGGTTTTGAGGAGAGTTTTTACCGCATAGTCCCTTTTTTATCGCT 

GCGTTGCTAAATATTGTCGCTTTCCTTGTGGTTATGTTTATTGTTCCGTGAAACCAAAAATACACCGTGATAATA 

CAGATACCGAAGTAGGGGTTGAGACGCAATCGAATTCGGTATACATCACTTTATTTAAAACGATGCCCATTTTGT 

TGATTATTTATTTTTCAGCGCAATTGATAGGCCAAATTCCCGCAACGGTGTGGGTGCTATTTACCGAAAATCGTT 

TTGGATGGAATAGCATGATGGTTGGCTTTTCATTAGCGGGTCTTGGTCTTTTACACTCAGTATTCCAAGCCTTTG 

TGGCAAGAAGAATAGCCACTAAATGGGGCGAAAAAACGGCAGTACTGCTCGGATTTATTGCAGATAGTAGTGCAT 

TTGCCTTTTTAGCGTTTATATCTGAAGGTTGGGTGAGGTTTGTCCCTGTTTTTAAATTTTATTA 



13 

 

 

 
b) Secuencias aportadas por GenBank® (Números de acceso) 

 
>S1: Streptococcus suis (FJ411076.1)  
AGGGGGCAAGTTTTGGGCTTGGTTTAATAGCGGGGCCTATTATTGGTGGTTTTGCAGGAGAGATTTCACCGCATA 

GTCCCTTTTTTATCGCTGCGTTGCTAAATATTGTCACTTTCCTTGTGGTTATGTTTTGGTTCCGTGAAACCAAAA 

ATACACGTGATAATACAGATACCGAAGTAGGGGTTGAGACGCAATCGAATTCGGTATACATCACTTTATTTAAAA 

CGATGCCCATTTTGTTGATTATTTATTTTTCAGCGCAATTGATAGGCCAAATTCCCGCAACGGTGTGGGTGCTAT 

TTACCGAAAATCGTTTTGGATGGAATAGCATGATGGTTGGCTTTTCATTAGCGGGTCTTGGTCTTTTACACTCAG 

TATTCCAAGCCTTTGTGGCAGGAAGAATAGCCACTAAATGGGGCGAAAAAACGGCAGTACTGCTCGGATTTATTG 

CAGATAGTAGTGCATTTGCCTTTTTAGCGTTTATATCTGAAGGTTGGTTAGTTTTCCCTGTTTTAATTTTATTGG 

CTGGTGGTGGGATCGCTTTACCTGCATTACAGGGAGTGATGTCTATCCAAACAAAGAGTCATCAGCAAGGTGCTT 

TACAGGGATTATTGGTGAGCCTTACCAATGCAACCGGTGTTATTGGCCCATTACA 

 
 

>S2: Escherichia coli (HQ333262.1)  
GAGATCGGTCTATTATTGGTGGTTTTGCAGGAGAGATTTCACCGCATAGTCCCTTTTTTATCGCTGCGTTGCTAA 

ATATTGTCGCTTTCCTTGTGGTTATGTTTTGGTTCCGTGAAACCAAAAATACACGTGATAATACAGATACCGAAG 

TAGGGGTTGAGACGCAATCGAATTCGGTATACATCACTTTATTTAAAACGATGCCCATTTTGTTGATTATTTATT 

TTTCAGCGCAATTGATAGGCCAAATTCCCGCAACGGTGTGGGTGCTATTTACCGAAAATCGTTTTGGATGGAATA 

GCATGATGGTTGGCTTTTCATTAGCGGGTCTTGGTCTTTTACACTCAGTATTCCAAGCCTTTGTGGCAGGAAGAA 

TAGCCACTAAATGGGGCGAAAAAACGGCAGTACTGCTCGGATTTATTGCAGATAGTAGTGCATTTGCCTTTTTAG 

CGTTTATATCTGAAGGTTGGTTAGTTTTCCCTGTTTTAATTTTATTGGCTGGTGGTGGGATCGCTTTACCTGCAT 

TACAGGGAGTGATGTCTATCCAAACAAAGAGTCATCAGCAAGGTGCTTTACAGGGATTATTGGTGAGCCTTACCA 

ATGCAACCGGTGTTATTGGCCCCATTAC 

 

 
>S3: Pasteurella multocida  (FR872822.1)  
GGTTAGGGGCAAGTTTTGGGCTTGGTTTAATAGCGGGGCCTATTATTGGTGGTTTTGCAGGAGAGATTTCACCGC 

ATAGTCCCTTTTTTATCGCTGCGTTGCTAAATATTGTCGCTTTCCTTGTGGTTATGTTTTGGTTCCGTGAAACCA 

AAAATACACGTGATAATACAGATACCGAAGTAGGGGTTGAGACGCAATCGAATTCGGTATACATCACTTTATTTA 

AAACGATGCCCATTTTGTTGATTATTTATTTTTCAGCGCAATTGATAGGCCAAATTCCCGCAACGGTGTGGGTGC 

TATTTACCGAAAATCGTTTTGGATGGAATAGCATGATGGTTGGCTTTTCATTAGCGGGTCTTGGTCTTTTACACT 

CAGTATTCCAAGCCTTTGTGGCAGGAAGAATAGCCACTAAATGGGGCGAAAAAACGGCAGTACTGCTCGGATTTA 

TTGCAGATAGTAGTGCATTTGCCTTTTTAGCGTTTATATCTGAAGGTTGGTTAGTTTTCCCTGTTTTAATTTTAT 

TGGCTGGTGGTGGGATCGCTTTACCTGCATTACAGGGAGTGATGTCTATCCAAACAAAGAGTCATCAGCAAGGTG 

CTTTACAGGGATTATTGGTGAGCCTTACCAATGCAACCGGTGTTATTGGCCCATTACTGTTTGCTGTTATTTATA 

ATCATTCACTACCAATTTGGGATGGCTGGATTTGGATTATTGGTTTAGCGTTTTACTGTATTATTATCCTGCTAT 

CGATGACCTTC 
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Anexo 5. Alineamiento de secuencias BOR1 y BOR2 v/s secuencias GenBank®. 

 

 

BOR1        TATTTAAAACGATGCCCCATTTTGTTGATTATTTATTTTTCAGCGCAATT 145 

S2          ----------------------TGTTGATTATTTATTTTTCAGCGCAATT 28 

S1          TATTTAAAACGATGCCC-ATTTTGTTGATTATTTATTTTTCAGCGCAATT 265 

S3          TATTTAAAACGATGCCC-ATTTTGTTGATTATTTATTTTTCAGCGCAATT 296 

BOR2        TATTTAAAACGATGCCC-ATTTTGTTGATTATTTATTTTTCAGCGCAATT 250 

                                 **************************** 

 

 

BOR1        GATAGGCCAAATTCCCGCAACGGTGTGGGTGCTATTTACCGAAAATCGTT 195 

S2          GATAGGCCAAATTCCCGCAACGGTGTGGGTGCTATTTACCGAAAATCGTT 78 

S1          GATAGGCCAAATTCCCGCAACGGTGTGGGTGCTATTTACCGAAAATCGTT 315 

S3          GATAGGCCAAATTCCCGCAACGGTGTGGGTGCTATTTACCGAAAATCGTT 346 

BOR2        GATAGGCCAAATTCCCGCAACGGTGTGGGTGCTATTTACCGAAAATCGTT 300 

            ************************************************** 

 

 

BOR1        TTGGATGGAATAGCATGATGGTTGGCTTTTCATTAGCGGGTCTTGGTCTT 245 

S2          TTGGATGGAATAGCATGATGGTTGGCTTTTCATTAGCGGGTCTTGGTCTT 128 

S1          TTGGATGGAATAGCATGATGGTTGGCTTTTCATTAGCGGGTCTTGGTCTT 365 

S3          TTGGATGGAATAGCATGATGGTTGGCTTTTCATTAGCGGGTCTTGGTCTT 396 

BOR2        TTGGATGGAATAGCATGATGGTTGGCTTTTCATTAGCGGGTCTTGGTCTT 350 

            ************************************************** 

 

 

BOR1        TTACACTCAGTATTCCAAGCCTTTGTGGCAGGAAGAATAGCCACTAAATG 295 

S2          TTACACTCAGTATTCCAAGCCTTTGTGGCAGGAAGAATAGCCACTAAATG 178 

S1          TTACACTCAGTATTCCAAGCCTTTGTGGCAGGAAGAATAGCCACTAAATG 415 

S3          TTACACTCAGTATTCCAAGCCTTTGTGGCAGGAAGAATAGCCACTAAATG 446 

BOR2        TTACACTCAGTATTCCAAGCCTTTGTGGCAAGAAGAATAGCCACTAAATG 400 

            ****************************** ******************* 

 

 

BOR1        GGGCGAAAAAACGGCAGTACTGCTCGGATTTATTGCAGATAGTAGTGCAT 345 

S2          GGGCGAAAAAACGGCAGTACTGCTCGGATTTATTGCAGATAGTAGTGCAT 228 

S1          GGGCGAAAAAACGGCAGTACTGCTCGGATTTATTGCAGATAGTAGTGCAT 465 

S3          GGGCGAAAAAACGGCAGTACTGCTCGGATTTATTGCAGATAGTAGTGCAT 496 

BOR2        GGGCGAAAAAACGGCAGTACTGCTCGGATTTATTGCAGATAGTAGTGCAT 450 

            ************************************************** 

 

BOR1        TTGCCTTTTTAGCGTTTATATCTGAAGGTTGGTTAGTTTTCCCTGTTATA 395 

S2          TTGCCTTTTTAGCGTTTATATCTGAAGGTTGGTTAGTTTTCCCTGTTTTA 278 

S1          TTGCCTTTTTAGCGTTTATATCTGAAGGTTGGTTAGTTTTCCCTGTTTTA 515 

S3          TTGCCTTTTTAGCGTTTATATCTGAAGGTTGGTTAGTTTTCCCTGTTTTA 546 

BOR2        TTGCCTTTTTAGCGTTTATATCTGAAGGTTGG------------------ 482 

            ********************************  
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Anexo 6.  Obtención secuencia de consenso BOR3: tet(A) de P.agglomerans. 

 

tetA1     CCGTTACACGGCTTCGTCGGGCTCTAGGACCCTCCGGGCGTCGTCGAGGACCCGCACGTT 60 

tetA2     ACAT-ACACGGCTTCATGGGTCTCTGGGACCCTCCGGGCGTCGCCGAGC-CCCGCAGGAT 58 

           * * ********** * ** **** ***************** ****  ****** * * 

BOR3      CCGTTACACGGCTTCGTCGGGCTCTAGGACCCTCCGGGCGTCGTCGAGGACCCGCACGTT 

 

tetA1     GCCCAGGTCCACCCGTGCCCCCTCCACGATTGCCACGTGCCCCTCCTGAA-CCTCGCAGG 119 

tetA2     GCCCCCGTCCACCCGCGCCCGTTCGACGAGTTCCAGGAGCCGCTCCTGAAGCTTTTTCGA 118 

          ****  ********* ****  ** **** * *** * *** ******** * *    * 

BOR3      GCCCCCGTCCACCCGCGCCCGTTCGACGAGTTCCAGGAGCCGCTCCTGAAGCTTTTTCGA 

 

tetA1     CCTCGTTGGTCAAGAAGTGCCAGATGTGCCGGTTGAGCCCCTTGCTTTCCTTGCCTTCCA 179 

tetA2     TTTCGTTGGTCAAGATGTCCCCGATGTGCCGGTTGAGCCCCTTGCTTTCCTTGCCCTCCA 178 

            ************* ** ** ********************************* **** 

BOR3      TCTCGTTGGTCAAGATGTCCCCGATGTGCCGGTTGAGCCCCTTGCTTTCCTTGCCCTCCA 

 

 

tetA1     CGCCCACCGCGGTCAGGCCCTTGACGCGTTGGGCGAGTCGTGCCATCCCTTGTGGCTCCT 239 

tetA2     CGCCCACCGCGGTCAGGCCCTGGACGCGTTGGGCGATGCGTGCCATCTCCTGTGGCTCCT 238 

          ********************* **************  ********* * ********** 

BOR3      CGCCCACCGCGGTCAGGCCCTTGACGCGTTGGGCGATTCGTGCCATCCCCTGTGGCTCCT 

 

tetA1     GTGGCACAGGGTACACCGCATCAATGTTATCAATGCTGTCCAGGCAG- 286 

tetA2     GTTGCACATGGTACACGGAATCAATGTTATCCATGCTGTCCAGGCAGA 286 

          ** ***** ******* * ************ ***************  

BOR3      GTTGCACATGGTACACGGAATCAATGTTATCCATGCTGTCCAGGCAGA 

 

 

 

Anexo 7. Obtención de secuencia de consenso BOR4: tet(A) de P.aeruginosa. 

 

tetA3     TGTAATTCTTGTAATTGTGAGCAGGGTCGCCGCGTCACAGGTTTCGTCGAGGCTCAGGGC 60 

tetA4     --------TTGTAATTGTGAGCAGGGTCGCCGCGTCACAGGTTTCGTCGAGGCTCAGGGC 52 

                  **************************************************** 

BOR4      TGTAATTCTTGTAATTGTGAGCAGGGTCGCCGCGTCACAGGTTTCGTCGAGGCTCAGGGC 

 

tetA3     CAGCCGCCGGTCGTCAAAAAACGCGCAGGTTGACCCGTGCCGCCCGCGCCCGTTCGAGGA 120 

tetA4     CAGCCGCCGGTCGTCGACCA-CGCGCAGGTTGACCCGTGCCGCCCGCGCCCGTTCGAGGA 111 

          *************** *  * *************************************** 

BOR4      CAGCCGCCGGTCGTCAAAAAACGCGCAGGTTGACCCGTGCCGCCCGCGCCCGTTCGAGGA 

 

tetA3     TCGCCGCCTGACGCTCGCCGACCTCGTAGGTCAGGGTGTCGAAGAAGTGCCGGTTGA-GC 179 

tetA4     TCGCCGCCTGACGCTCGCCGACCTCGTAGAACATGGTGTCGAAGAAGTGCCGAAAAAAGC 171 

          *****************************  ** ******************    * ** 

BOR4      TCGCCGCCTGACGCTCGCCGACCTCGTAGAACATGGTGTCGAAGAAGTGCCGAAAAAAGC 

 

tetA3     CGCCGCAGTCCCTTGCTTTCCAGGCCCGCCGCCAGCAGCGCGGTCAGGCGCTGGACGCGT 239 

tetA4     CGCCGCAGTCCCTTGCTTTCCAGGCCCGCCGCCAGCAGCGCGGTCAGGCGCTGGACGCGT 231 

          ************************************************************ 

BOR4      CGCCGCAGTCCCTTGCTTTCCAGGCCCGCCGCCAGCAGCGCGGTCAGGCGCTGGACGCGT 
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tetA3     TGGGCGATGCGTTTCAGGTCCTGGGCCCAGGAGACGGCA-ACAC 282 

tetA4     TGGGCGATGCGTTTCAGGTCCTGGGCCCAGGAGACGGCATACAA 275 

          *************************************** ***  

BOR4      TGGGCGATGCGTTTCAGGTCCTGGGCCCAGGAGACGGCATACAA 

 

 

 

 

Anexo 8. Secuencias a comparar en el alineamiento nucleotídico.  

a) Aportadas por genYtec 

 
>BOR3: secuencia de consenso tet(A). (P.agglomerans) 
CCGTTACACGGCTTCGTCGGGCTCTAGGACCCTCCGGGCGTCGTCGAGGACCCGCACGTTGCCCCCGTCCACCCG 

CGCCCGTTCGACGAGTTCCAGGAGCCGCTCCTGAAGCTTTTTCGATCTCGTTGGTCAAGATGTCCCCGATGTGCC 

GGTTGAGCCCCTTGCTTTCCTTGCCCTCCACGCCCACCGCGGTCAGGCCCTTGACGCGTTGGGCGATTCGTGCCA 

TCCCCTGTGGCTCCTGTTGCACATGGTACACGGAATCAATGTTATCCATGCTGTCCAGGCAGA 

 
>BOR4: secuencia de consenso tet(A) (P.aeruginosa) 
TGTAATTCTTGTAATTGTGAGCAGGGTCGCCGCGTCACAGGTTTCGTCGAGGCTCAGGGCCAGCCGCCGGTCGTC

AAAAAACGCGCAGGTTGACCCGTGCCGCCCGCGCCCGTTCGAGGATCGCCGCCTGACGCTCGCCGACCTCGTAGA

ACATGGTGTCGAAGAAGTGCCGAAAAAAGCCGCCGCAGTCCCTTGCTTTCCAGGCCCGCCGCCAGCAGCGCGGTC

AGGCGCTGGACGCGTTGGGCGATGCGTTTCAGGTCCTGGGCCCAGGAGACGGCATACAA 

 

 

b) Aportadas por GenBank® (Números de acceso) 

 
>S4: Escherichia coli (NC_005327.1) 
GTGAAACCCAACAGACCCCTGATCGTAATTCTGAGCACTGTCGCGCTCGACGCTGTCGGCATCGGCCTGATTATG 

CCGGTGCTGCCGGGCCTCCTGCGCGATCTGGTTCACTCGAACGACGTCACCGCCCACTATGGCATTCTGCTGGCG 

CTGTATGCGTTGATGCAATTTGCCTGCGCACCTGTGCTGGGCGCGCTGTCGGATCGTTTCGGGCGGCGGCCGGTC 

TTGCTCGTCTCGCTGGCCGGCGCTGCTGTCGACTACGCCATCATGGCGACGGCGCCTTTCCTTTGGGTTCTCTAT 

ATCGGGCGGATCGTGGCCGGCATCACCGGGGCGACTGGGGCGGTAGCCGGCGCTTATATTGCCGATATCACTGAT 

GGCGATGAGCGCGCGCGGCACTTCGGCTTCATGAGCGCCTGTTTCGGGTTCGGGATGGTCGCGGGACCTGTGCTC 

GGTGGGCTGATGGGCGGTTTCTCCCCCCACGCTCCGTTCTTCGCCGCGGCAGCCTTGAACGGCCTCAATTTCCTG 

ACGGGCTGTTTCCTTTTGCCGGAGTCGCACAAAGGCGAACGCCGGCCGTTACGCCGGGAGGCTCTCAACCCGCTC 

GCTTCGTTCCGGTGGGCCCGGGGCATGACCGTCGTCGCCGCCCTGATGGCGGTCTTCTTCATCATGCAACTTGTC 

GGACAGGTGCCGGCCGCGCTTTGGGTCATTTTCGGCGAGGATCGCTTTCACTGGGACGCGACCACGATCGGCATT 

TCGCTTGCCGCATTTGGCATTCTGCATTCACTCGCCCAGGCAATGATCACCGGCCCTGTAGCCGCCCGGCTCGGC 

GAAAGGCGGGCACTCATGCTCGGAATGATTGCCGACGGCACAGGCTACATCCTGCTTGCCTTCGCGACACGGGGA 

TGGATGGCGTTCCCGATCATGGTCCTGCTTGCTTCGGGTGGCATCGGAATGCCGGCGCTGCAAGCAATGTTGTCC 

AGGCAGGTGGATGAGGAACGTCAGGGGCAGCTGCAAGGCTCACTGGCGGCGCTCACCAGCCTGACCTCGATCGTC 

GGACCCCTCCTCTTCACGGCGATCTATGCGGCTTCTATAACAACGTGGAACGGGTGGGCATGGATTGCAGGCGCT 

GCCCTCTACTTGCTCTGCCTGCCGGCGCTGCGTCGCGGGCTTTGGAGCGGCGCAGGGCAACGAGCCGATCGCTGA 

 

>S5: Klebsiella pneumoniae (NC_013951.1) 
ATGTCCACCAACTTATCAGTGATAAAGAATCCGCGCGTTCAATCGGACCAGCGGAGGCTGGTCCGGAGGCCAGAC 

GTGAAACCCAACAGACCCCTGATCGTAATTCTGAGCACTGTCGCGCTCGACGCTGTCGGCATCGGCCTGATTATG 

CCGGTGCTGCCGGGCCTCCTGCGCGATCTGGTTCACTCGAACGACGTCACCGCCCACTATGGCATTCTGCTGGCG 

CTGTATGCGTTGATGCAATTTGCCTGCGCACCTGTGCTGGGCGCGCTGTCGGATCGTTTCGGGCGGCGGCCGGTC 

TTGCTCGTCTCGCTGGCCGGCGCTGCTGTCGACTACGCCATCATGGCGACGGCGCCTTTCCTTTGGGTTCTCTAT 

ATCGGGCGGATCGTGGCCGGCATCACCGGGGCGACTGGGGCGGTAGCCGGCGCTTATATTGCCGATATCACTGAT 

GGCGATGAGCGCGCGCGGCACTTCGGCTTCATGAGCGCCTGTTTCGGGTTCGGGATGGTCGCGGGACCTGTGCTC 
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GGTGGGCTGATGGGCGGTTTCTCCCCCCACGCTCCGTTCTTCGCCGCGGCAGCCTTGAACGGCCTCAATTTCCTG 

ACGGGCTGTTTCCTTTTGCCGGAGTCGCACAAAGGCGAACGCCGGCCGTTACGCCGGGAGGCTCTCAACCCGCTC 

GCTTCGTTCCGGTGGGCCCGGGGCATGACCGTCGTCGCCGCCCTGATGGCGGTCTTCTTCATCATGCAACTTGTC 

GGACAGGTGCCGGCCGCGCTTTGGGTCATTTTCGGCGAGGATCGCTTTCACTGGGACGCGACCACGATCGGCATT 

TCGCTTGCCGCATTTGGCATTCTGCATTCACTCGCCCAGGCAATGATCACCGGCCCTGTAGCCGCCCGGCTCGGC 

GAAAGGCGGGCACTCATGCTCGGAATGATTGCCGACGGCACAGGCTACATCCTGCTTGCCTTCGCGACACGGGGA 

TGGATGGCGTTCCCGATCATGGTCCTGCTTGCTTCGGGTGGCATCGGAATGCCGGCGCTGCAAGCAATGTTGTCC 

AGGCAGGTGGATGAGGAACGTCAGGGGCAGCTGCAAGGCTCACTGGCGGCGCTCACCAGCCTGACCTCGATCGTC 

GGACCCCTCCTCTTCACGGCGATCTATGCGGCTTCTATAACAACGTGGAACGGGTGGGCATGGATTGCAGGCGCT 

GCCCTCTACTTGCTCTGCCTGCCGGCGCTGCGTCGCGGGCTTTGGAGCGGCGCAGGGCAACGAGCCGATCGCTGA 

 

 

Anexo 9. Alineamiento de secuencias BOR3 y BOR4 v/s secuencias GenBank®. 

 

S4        ---------------GTGAAACCCAACAGACCCCTGATCGTAATTCTGAGCACTGTCGCG 45 

S5        GTCCGGAGGCCAGACGTGAAACCCAACAGACCCCTGATCGTAATTCTGAGCACTGTCGCG 120 

BOR4      ----------------TGTAATTC-------------TTGTAATTGTGAGCAGGGTCGC- 30 

BOR3      -------------------------------------CCGTTA-------------CAC- 9 

                                                 ** *             * *  

 

S4        CTCGACGCTGTCGGCATCGGCCTGATTATGCCGGTGCTGCCGGGCCTCCTGCGCGATCTG 105 

S5        CTCGACGCTGTCGGCATCGGCCTGATTATGCCGGTGCTGCCGGGCCTCCTGCGCGATCTG 180 

BOR4      -----CGC-GTCA--------CAGGTTTCGTCGAGGCT-CAGGGCCAGCCGC-CGGTCG- 73 

BOR3      -----------------------GGCTTCGTCG-GGCTCTAGGACCCTCCGGGCG-TCG- 43 

                                 *  *  * **  ***   ** **  * *  ** **   

 

 

S4        GTTCACTCGAACGACGTCACCGCCCACTATGGCATTCTGCTGGCGCTGTATGCGTTGATG 165 

S5        GTTCACTCGAACGACGTCACCGCCCACTATGGCATTCTGCTGGCGCTGTATGCGTTGATG 240 

BOR4      ------TCAAAAAACGC------------------------------------------G 85 

BOR3      ------TCGAG-GACCC------------------------------------------G 54 

                ** *   **                                            * 

 

 

S4        CAATTTGCCTGCGCACCTGTGCTGGGCGCGCTGTCGGATCGTTTCGGGCGGCGGCCGGTC 225 

S5        CAATTTGCCTGCGCACCTGTGCTGGGCGCGCTGTCGGATCGTTTCGGGCGGCGGCCGGTC 300 

BOR4      CAGGTTG-------ACCCGTGCCGCCCGCGCC-------CGTT----------------- 114 

BOR3      CACGTTGCC------CCCGT-CCACCCGCGCC-------CGTT----------------- 83 

          **  ***        ** ** *    *****        ****                  

 

 

S4        TTGCTCGTCTCGCTGGCCGGCGCTGCTGTCGACTACGCCATCATGGCGACGGCGCCTTTC 285 

S5        TTGCTCGTCTCGCTGGCCGGCGCTGCTGTCGACTACGCCATCATGGCGACGGCGCCTTTC 360 

BOR4      -----------------------------CGA---------------------------- 117 

BOR3      -----------------------------CGACG-------------------------- 88 

                                       ***                             

 

 

S4        CTTTGGGTTCTCTATATCGGGCGGATC-----GTGGCCGGCATCACCGGGGCGACTGGGG 340 

S5        CTTTGGGTTCTCTATATCGGGCGGATC-----GTGGCCGGCATCACCGGGGCGACTGGGG 415 

BOR4      ----------------------GGATC-----GCCGCC---------------------- 128 

BOR3      ----------------------AGTTCCAGGAGCCGCTC--------------------- 105 

                                 * **     *  **                        
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S4        CGGTAGCCGGCGCTTATATTGCCGATATCACTGATGGCGATGAGCGCGCGCGGCACTTCG 400 

S5        CGGTAGCCGGCGCTTATATTGCCGATATCACTGATGGCGATGAGCGCGCGCGGCACTTCG 475 

BOR4      -------TGACGCTC-----GCCGA----------------------------------- 141 

BOR3      ------CTGAAGCTT----TTTCGA----------------------------------- 120 

                  *  ***        ***                                    

 

 

S4        GCTTCATGAGCGCCTGTTTCGGGTTCGGGATGGTCGCGGGACCTGTGCTCGGTGGGCTGA 460 

S5        GCTTCATGAGCGCCTGTTTCGGGTTCGGGATGGTCGCGGGACCTGTGCTCGGTGGGCTGA 535 

BOR4      ------------CCT-------------------CGTAGAAC-----------------A 153 

BOR3      ------------TCT-------------------CGTTGGTC-----------------A 132 

                       **                   **  *  *                 * 

 

 

S4        TGGGCGGTTTCTCCCCCCACGCTCCGTTCTTCGCCGCGGCAGCCTTGAACGGCCTCAATT 520 

S5        TGGGCGGTTTCTCCCCCCACGCTCCGTTCTTCGCCGCGGCAGCCTTGAACGGCCTCAATT 595 

BOR4      TGG----------------------------TGTCGAAGAAG------------------ 167 

BOR3      AGA----------------------------TGTCCCCGATG------------------ 146 

           *                              * *   *  *                   

 

 

S4        TCCTGACGGGCTGTTTCCTTTTGCCGGAGTCGCACAAAGGCGAACGCCGGCCGTTACGCC 580 

S5        TCCTGACGGGCTGTTTCCTTTTGCCGGAGTCGCACAAAGGCGAACGCCGGCCGTTACGCC 655 

BOR4      ---------------------TGCCGAA-------AAAAGC---CGCCG----------- 185 

BOR3      ---------------------TGCCG-------------------GTTG----------- 155 

                               *****                   *  *            

 

 

S4        GGGAGGCTCTCAACCCGCTCGCTTCGTTCCGGTGGGCCCGGGGCATGACCGTCGTCGCCG 640 

S5        GGGAGGCTCTCAACCCGCTCGCTTCGTTCCGGTGGGCCCGGGGCATGACCGTCGTCGCCG 715 

BOR4      ----------CAGTCC-CTTGCT---TTCCAG---GCCCG-----------------CCG 211 

BOR3      -----------AGCCC-CTTGCT---TTCCTT---GCCCT---------------CCACG 182 

                     *  ** ** ***   ****     ****                   ** 

 

 

S4        CCCTGATGGCGGTCTTCTTCATCATGCAACTTGTCGGACAGGTGCCGGCCGCGCTTTGGG 700 

S5        CCCTGATGGCGGTCTTCTTCATCATGCAACTTGTCGGACAGGTGCCGGCCGCGCTTTGGG 775 

BOR4      CC--AGCAGCG-----------------------CGGTCAGGCGCTGGACGCG--TTGGG 244 

BOR3      CC----CACCG-----------------------CGGTCAGGCCCTTGACGCG--TTGGG 213 

          **       **                       *** ****  *  * ****  ***** 

 

 

S4        TCATTTTCGGCGAGGATCGCTTTCACTGGGACGCGACCACGATCGGCATTTCGCTTGCCG 760 

S5        TCATTTTCGGCGAGGATCGCTTTCACTGGGACGCGACCACGATCGGCATTTCGCTTGCCG 835 

BOR4      ---------------------------------------CGAT--GCGTTTCA------- 256 

BOR3      ---------------------------------------CGATT--CGTGCCATCCCCTG 232 

                                                 ****   * *  *         

 

 

S4        CATTTGGCATTCTGCATTCACTCGCCCAGGCAATGATCACCGGCCCTGTAGCCGCCCGGC 820 

S5        CATTTGGCATTCTGCATTCACTCGCCCAGGCAATGATCACCGGCCCTGTAGCCGCCCGGC 895 

BOR4      -----------------------------------------GGTCCTG---------GGC 266 

BOR3      TG---------------------------------------GCTCCTGTTGC-ACATGGT 252 

                                                   *  ****         **  
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S4        TCGGCGAAAGGCGGGCACTCATGCTCGGAATGATTGCCGACGGCACAGGCTACATCCTGC 880 

S5        TCGGCGAAAGGCGGGCACTCATGCTCGGAATGATTGCCGACGGCACAGGCTACATCCTGC 955 

BOR4      CCAG-GA-------------------------------GACGGCA-----TACAA----- 284 

BOR3      ACACGGAA----------------------------TCAATGTTA-----TCCATGCTGT 279 

           *   **                                * *  *     * **   

     

 

 

Anexo 10. Diseño de partidores in silico.  

 

Secuencias de partidores obtenidas mediante el programa on line OligoPerfect™ Designer, 

de libre acceso (http://tools.invitrogen.com/content.cfm?pageid=9716) 

 

 
 

 

 

 

 

 

Anexo 11.  Partidores propuestos para la detección del gen tet(A). 

 

Nombre del partidor propuesto Secuencia 

BOR5 1F 5´-CGATATCACTGATGGCGATG-3´ 

BOR5 1R 5 ´ -GAAGGCAAGCAGGATGTAGC-3´ 

http://tools.invitrogen.com/content.cfm?pageid=9716
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Anexo 12. Identidad nucleotídica según el programa BLAST para BOR4 (P.aeruginosa). 

 

 
 

 

Anexo 13. Identidad nucleotídica según el programa BLAST para BOR3 (P.agglomerans). 

 

 


