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RESUMEN

Poco tiempo después de la introduccion de un antimicrobiano al mercado ha sido posible
encontrar bacterias que se muestran resistentes a su accion. Esta resistencia es de tipo
natural en algunas bacterias, mientras que en otras es una condicién adquirida mediante

la incorporacion de genes que codifican diversos mecanismos de resistencia.

Estas cepas resistentes representan un gran problema en hospitales humanos al
ocasionar infecciones nosocomiales, ya que las opciones terapéuticas se ven limitadas.
En medicina veterinaria, aunque las infecciones nosocomiales estdn en aumento, siguen
siendo menos estudiadas que las adquiridas por personas. Sin embargo, estas
infecciones —tanto en pacientes humanos como veterinarios— tienen en comudn ser
ocasionadas, principalmente, por estafilococos resistentes a meticilina. Por este hecho,
sumado a que Staphylococcus aureus meticilino resistente se transmite entre diferentes
especies animales, incluyendo al hombre, es que el propésito de esta Memoria de Titulo

fue el de detectar el gen de resistencia mecA en bacterias descritas como nhosocomiales.

Para ello, se utilizaron tres cepas bacterianas ambientales aisladas de Hospitales
Veterinarios de la Universidad de Chile y que mostraron resistencia a oxacilina:
Staphylococcus kloosii, Micrococcus sedentarius y Enterococcus faecium. Luego de
realizada la extraccion del ADN, la técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa y
la electroforesis correspondientes, se obtuvieron bandas fluorescentes de
aproximadamente 500 pb. Estos amplicones se enviaron a secuenciar y las secuencias
obtenidas se compararon con las descritas en el GenBank® para el gen mecA. Los
porcentajes de identidad nucleotidica de 97%, 97% y 98% respectivamente, permiten
confirmar la presencia de cepas que poseen el gen mecA y sugiere su pronta

incorporacién como cepas controles positivos en futuras investigaciones.

Palabras clave: resistencia bacteriana, infeccion nosocomial, gen mecA.



ABSTRACT

Soon after the introduction of an antimicrobial on the market have been possible find
resistant bacteria. This resistance is natural in some of them, but in others is an acquired
condition through incorporation into the DNA of genes encoding various mechanisms of

resistance.

These resistant strains represent a major problem in human hospitals as they causing
nosocomial infections, because therapeutic options are limited. In veterinary medicine,
although nosocomial infections are increasing, they remain less studied than those
acquired by individuals. However, these infections —both in human and veterinary
patients— have in common being caused, mainly by methicillin—resistant staphylococci.
Due to this fact, coupled with methicillin-resistant Staphylococcus aureus is transmitted
between different animal species, the purpose of this Thesis is to detect the resistance

mecA gene, known for giving multidrug resistance to bacteria that possess it.

For this, were used three bacterial strains isolated of Veterinary Hospitals of the University
of Chile with resistance to oxacillin: Staphylococcus kloosii, Micrococcus sedentarius and
Enterococcus faecium. After realized the extraction of the DNA, the technique of the
polymerase chain reaction and the corresponding electroforesis, we obtained fluorescent
bands of approximately 500 pb. These amplicones were sent to sequence and the
obtained sequences compared with described in the GenBank for the mecA gene. The
percentages of nucleotidic identity were 97 %, 97 % and 98 % respectively, they allow to
confirm the presence of strains that possess the mecA gene and it suggests his prompt

incorporation as positive controls in future investigations.

Keywords: bacteria resistance, nosocomial infection, mecA gene.



INTRODUCCION

Las infecciones nosocomiales corresponden a aquellas infecciones que son adquiridas
dentro de un recinto hospitalario y cuya manifestacion, dependiendo del periodo de
incubacién de la infeccién, puede presentarse 48 o 72 horas después, o incluso una vez
dado de alta el paciente (1). Para que se produzcan, deben considerarse las
caracteristicas del microorganismo en cuestion, las propias del paciente y el ambiente en
que éste se encuentre. Ademas, de llegar a producirse, lo mas probable es que dicho
microorganismo haya sido adquirido desde material mal desinfectado/ esterilizado o
desde el mismo personal, que actia como reservorio de muchas cepas bacterianas,
siendo una de ellas, y la principal causa de infecciones nosocomiales descrita,

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SAMR) (1, 2).

Los aislados clinicos obtenidos de estos pacientes son, a menudo, resistentes a los
antibidticos, especialmente a los mas frecuentemente utilizados en ese hospital en
particular. Es mas, muchas veces estas especies se muestran como multirresistentes. De
cualquier modo, ya sean infecciones ocasionadas por bacterias resistentes a un tipo de
antimicrobiano o a varios de ellos, el resultado sera el mismo: aumento en la morbilidad,

mortalidad y costos hospitalarios (3).

Se considera a una bacteria resistente a los antibiéticos cuando es capaz de sobrevivir
enfrentada a concentraciones terapéuticas de este farmaco. Esta resistencia cobra
especial importancia cuando esta presente en géneros bacterianos patégenos, ya que el
tratamiento de las infecciones que causen sera dificultoso. De los mecanismos de
resistencia bacteriana descritos —inactivacién enzimatica del antibiético, modificacion de la
permeabilidad de la membrana bacteriana, alteracién o produccion de nuevos sitios
blanco y presencia de bombas de eflujo— las bacterias pueden expresar uno, mas de uno
o todos ellos de manera simultanea (4). Ademas, esta caracteristica de ser resistente a
uno o mas antimicrobianos es, para algunas bacterias, algo intrinseco. Lo anterior no
implica necesariamente que las demas sean siempre sensibles, pues ademéas de
mutaciones cromosomales, existe la posibilidad de que una bacteria adquiera un
fragmento extracromosomico de ADN —pldsmidos, transposones, integrones y/ o
cassettes genéticos— portador de genes que modifican la resistencia al antibittico, a

través de los procesos de transduccion, transformacion y/ o conjugacion (5, 6).



En 1928 Alexander Fleming descubrid el primer antibiético natural producido por el hongo
Penicillium notatum, la penicilina, que representd un gran avance para el tratamiento de
las infecciones sistémicas ocasionadas por Staphylococcus aureus. Sin embargo, y dadas
las limitaciones con que cuenta este farmaco, se han semisintetizado otros con el fin de
lograr mejores resultados en los tratamientos. De alli que hoy existan penicilinas &cido-
resistentes, penicilinas penicilinasa-resistentes, penicilinas de amplio espectro, penicilinas
activas frente a Pseudomonas aeruginosa y penicilinas con perfil de accién prolongado (7,
8).

El mecanismo de accion de los B-lactamicos consiste en la inhibicion de la sintesis del
péptidoglicano, constituyente de la pared celular bacteriana. Esta estructura esta formada
por fibras lineales de acido N-acetilmurdamico y N-acetilglucosamina, que se entrecruzan
por la accién de Proteinas Ligadoras de Penicilina (PLP) para formar una pared estable.
Estas proteinas se unen a las penicilinas, que tienen una estructura similar al extremo
terminal del pentapéptido unido al acido N-acetiimuramico (D-alanina-D-alanina),
inactivandose irreversiblemente, con lo que la pared celular se debilita, produciéndose la

lisis osmatica de la bacteria (9).

La estructura quimica de la penicilina tiene un anillo B-lactamico asociado a un anillo
tiazolidinico de 5 &tomos de carbono, formando asi el acido 6-aminopenicilanico. Al anillo
B-lactamico —responsable de la actividad bioldgica— se encuentra unida una cadena
lateral, siendo ésta la que determina las caracteristicas antibacterianas vy
farmacocinéticas, como el espectro antibacteriano, la resistencia a penicilinasas y al
medio acido. Es esta cadena lateral la que se modifica para semisintetizar los otros

antimicrobianos de este grupo (9).

Solo los tres primeros mecanismos de resistencia mencionados anteriormente, son
aplicables a los B-lactamicos, siendo la inactivacion enzimatica por produccién de [3-
lactamasas el mas importante. Por este motivo fue necesaria la creacion de penicilinas
antiestafilococicas, como meticilina y oxacilina, que resisten la accion de las [-
lactamasas. Sin embargo, luego de la introduccion de estos farmacos en la practica
clinica, se encontraron estafilococos meticilino resistentes. En estas bacterias se habia

modificado el sitio blanco de los B-lactamicos (8, 10).



La PLP2 normalmente se expresa en la pared celular y tiene gran afinidad por meticilina.
Sin embargo, en las cepas aisladas de S. aureus meticilino resistentes (SAMR) se
encontré una variante con muy baja afinidad por este farmaco, pero que es capaz de
llevar a cabo todas las funciones celulares requeridas. Esta PLP2a o PLP2’ es codificada
por el gen mecA, que forma parte de un complejo movil (mec) y reside en un elemento
genético denominado Cassette Cromosémico Estafilocécico en S. aureus (SCCmec). De
este modo, los aislados SAMR son resistentes a todos los antibiéticos B-lactamicos v,
frecuentemente, a muchas otras clases de antimicrobianos (8, 11).

Si bien en un inicio las infecciones por SAMR se limitaban al ambiente hospitalario
(SAMR-AH), hoy es posible encontrar infecciones asociadas a la comunidad (SAMR-AC),
que pasaron de ser ocasionadas por los pacientes luego del alta hospitalaria, el mismo
personal de atencion de salud y los visitantes —que habrian actuado como vectores— a

tener un origen poco claro (12).

Hasta el momento, la diferencia que se ha establecido entre ambos tipos de SAMR radica
en el espectro de antimicrobianos a los que se muestran resistentes. Mientras que SAMR-
AC se muestra resistente solo a los B-lactdmicos, debido a que posee el SCCmec tipo IV
(de pequefio tamafio, por lo que sélo puede albergar el gen mecA), SAMR-AH —que
puede poseer los tipos I, 1l o lll de SCCmec— ha demostrado ser multirresistente, tanto es
asi, que muchas veces vancomicina es la Unica alternativa terapéutica. Sin embargo, ya
se han reportado cepas que presentan una sensibilidad disminuida a vancomicina (11,
13).

El origen de la resistencia por parte de los estafilococos a B-lactdmicos en perros y gatos
no esta claro, ya que, a diferencia de lo que ocurrié en medicina humana, meticilina y/ o
las otras penicilinas antiestafilococicas no han sido utilizadas en ellos. Sin embargo, se
debe considerar que el gen mecA se encuentra en un elemento genético mévil, por lo que
puede ser transferido a otras bacterias (14, 15). De este modo, Staphylococcus
pseudointermedius, que es parte de la flora normal de la piel de los perros, pero
potencialmente patégeno y zoonotico, ha demostrado tener los mismos genes de
resistencia que S. aureus de origen humano, lo que sugiere un posible intercambio

genético entre las dos especies bacterianas (16).



A pesar de que las infecciones por SAMR en animales de compariia no son frecuentes de
hallar, desde que se obtuvo el primer aislado de esta bacteria en perros en el afio 1994, el
namero de estas infecciones ha aumentado, lo que ha sido atribuido al incremento de
SAMR-AC. En efecto, la transmision de SAMR ha sido desde el ser humano a los
animales de compafiia, pudiendo éstos eliminar el microorganismo, infectarse o quedar
como reservorio. De este modo, tanto perros como gatos, sanos y enfermos, pueden ser
una nueva fuente de infeccidén para otros animales domésticos y otras personas —como el

personal veterinario que los atiende— incluyendo la reinfeccion a sus duefios (11, 14).

Por todo lo anteriormente descrito, el objetivo general de esta Memoria de Titulo fue
detectar el gen de resistencia mecA en bacterias Gram positivas aisladas de recintos
hospitalarios y descritas como nosocomiales, y los objetivos especificos detectar y
secuenciar un fragmento sospechoso de ser constitutivo del gen mecA en estas bacterias,
ademas de determinar el porcentaje de identidad nucleotidica del fragmento obtenido

respecto de datos oficiales del GenBank®.

MATERIAL Y METODOS

Esta investigacion se realizé en el Laboratorio de Microbiologia Veterinaria, perteneciente
al Departamento de Medicina Preventiva Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile.

Muestras
Se estudiaron 3 cepas bacterianas fenotipicamente resistentes a Oxacilina, segin método
de difusién en placa de Kirby-Bauer, obtenidas en un trabajo anterior (17): Enterococcus

faecium, Staphylococcus kloosii y Micrococcus sedentarius (Anexo, Cuadro 1).

Deteccién del gen mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

1) Obtencion del ADN bacteriano. La extraccién de ADN bacteriano se llevd a cabo
mediante la utilizacibn de un kit comercial (Genomic DNA Purification Kit,
Fermentas®). Desde cultivos de 1,5x10® UFC/ml —obtenidos por turbidez comparada
al tubo 0.5 de McFarland— se tomaron 200 pl, a los que se les agregdé 400 ul de
solucion de lisis, incubandose por cinco minutos a 65° C. Luego, se agregaron 600 pl

de cloroformo, mezclando suavemente y se centrifugé a 10.000 rpm durante dos



2)

3)

4)

minutos (Heraeus Sepatech Biofuge®). Posteriormente, se colecto la fase superior en
un tubo Eppendorf y se agregaron 800 pl de solucién de precipitacién, para volver a
centrifugar a 10.000 rpm por dos minutos. El sedimento obtenido fue resuspendido
con 100 pyl de solucién 1.2 M de cloruro de sodio y agitado en vértex. A esta mezcla
se agregaron 300 ul de etanol frio, para luego ser mantenida a -20° C por diez
minutos. Se centrifugé nuevamente a 10.000 rpm por cuatro minutos, eliminando
luego el sobrenadante y resuspendiendo el pellet obtenido en 100 ul de agua libre
de nucleasas (Winkler®).

Mezcla para PCR. Se utilizé un kit (2X PCR Master Mix, Fermentas®) que contiene la
polimerasa termoestable, los desoxinucleétidos trifosfato (dNTPs), el buffer de
reaccion y MgCl,, del que se extrajeron 15 pl para ser depositados en un tubo
Eppendorf de 0.2 ml, junto a 5 ul de cada uno de los partidores (Anexo, Cuadro 2) y 5

Ml de la muestra de ADN, obteniéndose un volumen total de 30 pl.

Amplificacion del ADN. Se us6 un termociclador Apollo, con una desnaturalizacion
inicial a 94° C por un minuto. Posteriormente, 30 ciclos de amplificacién con
desnaturalizacion a 94° C por un minuto, alineamiento a 57° C por un minuto y
elongacién a 72° C por dos minutos. Por ultimo, una elongacion final a 72° C por

cinco minutos. Con esta metodologia se obtuvo un fragmento de 533 pb (18).

Visualizacion de los productos amplificados. Se realizé6 mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2% (Winkler®) en buffer Tris acetato EDTA (TAE, Fermentas®). El
producto de PCR se mezcl6 con 1 pl del producto comercial de carga, 6X MassRuler
DNA Loading Dye Solution (Fermentas®), que posee glicerol —lo que otorg6 densidad
a la muestra— y azul de bromofenol para verificar la migracion de las bandas de ADN.
Una alicuota de 6 ul de esta mezcla fue depositada en el pocillo respectivo del gel. Se
utilizé como marcador de tamafio molecular un estandar que contiene fragmentos de
ADN que oscilan entre las 100 y 2000 pb (HyperLadder Il, Bioline®). La electroforesis
se llevé a cabo a 90 V por 90 minutos y luego el gel fue incubado en bromuro de
etidio (0.5 pyg/ml) (Fermelo®) por treinta minutos y posteriormente sumergido en agua
destilada por diez minutos, tras lo cual las bandas pudieron ser visualizadas en un

transiluminador de luz ultravioleta (Transiluminator UVP®) y fotografiadas.



Medidas de bioseguridad

El trabajo de laboratorio se realizé acorde a los niveles de bioseguridad establecidos para
el laboratorio de Microbiologia, tales como uso de material estéril, delantal cerrado y
guantes, en especial al manipular el gel con bromuro de etidio, ademas de la correcta
eliminacion de desechos. Dado que el proceso de visualizacion del producto amplificado
involucré el uso de un transiluminador de luz UV, fue necesario utilizar una placa de

acrilico y gafas con filtro UV. Una vez obtenida la fotografia, el gel fue incinerado.

Determinacién del porcentaje de identidad nucleotidica (PIN)

Los fragmentos de ADN se enviaron al Centro de Secuenciacion de Genytec Ltda. para
obtener las respectivas secuencias.

Posteriormente, fueron analizadas usando el programa on line de libre acceso ClustalW,
el cual aline6 las secuencias obtenidas y permitié obtener una secuencia de consenso
para cada muestra utilizada, siendo estas Ultimas las que se compararon con el gen
mecA del GenBank accession number BX571856 mediante el mismo programa, lo que

permitié establecer, finalmente, el porcentaje de identidad nucleotidica.

RESULTADOS

Deteccidn y secuenciacién de fragmentos sospechosos de ser constitutivos del gen
mecA.

Las tres muestras analizadas presentaron una banda visible en el transiluminador de luz
UV, las que se ubicaron alrededor del fragmento de 500 pb del marcador de tamafio
molecular (Anexo, Figura 1), por lo que se enviaron a secuenciar los amplicones

obtenidos.

Determinacién del PIN de cada fragmento obtenido respecto del banco de datos
oficial (GenBank®).

Las secuencias nucleotidicas entregadas por Genytec Ltda. fueron ingresadas a los
programa on line de libre acceso ClustalW, que las aline6 y permiti6 obtener las
secuencias consenso (Anexo, Cuadros 3 a 5), las que, mas tarde, se compararon con la
secuencia del gen mecA que se encuentra en el banco de datos oficial (Anexo, Cuadro 6),
mediante el mismo programa (Anexo, Cuadro 7), el que les otorgd PIN de entre 97% y
98% (Anexo, Cuadro 8).



DISCUSION

Los seres humanos y los animales de compafia, dado el estrecho contacto que existe
entre ellos, tienden a transferirse mutuamente bacterias, que pueden poseer genes de
resistencia a antimicrobianos. Uno de estos genes es mecA que, debido a que es parte de
un elemento genético movil, se ha diseminado entre las distintas especies de
estafilococos (16). Debido a la naturaleza heterogénea de expresion de este gen, muchas
cepas bacterianas pueden aparecer como sensibles a B-lactamicos mediante el Método
de Kirby-Bauer teniendo, sin embargo, el gen mecA, de alli que la deteccion de éste y

otros genes de resistencia mediante PCR resulta de gran ayuda (10).

Al analizar los resultados obtenidos, se pudo comprobar que el procesamiento de las tres
muestras fue exitoso. En este sentido, el protocolo de PCR aplicado fue adecuado, pues
se generaron amplicones de aproximadamente 500 pb (Anexo, Figura 1), lo que es un
buen indicio de la presencia del gen y se condice con una eleccién de partidores éptimos,
por lo que no es necesario el disefio de nuevos (18). Sin embargo, ésto no es suficiente
para asegurar la presencia de un fragmento o la totalidad de un gen en particular. Cabe
mencionar que los partidores so6lo reconocen una pequefa regién complementaria y no
todo el fragmento buscado. Es decir, la secuencia de nucle6tidos que se encuentra entre
los sitios de unibn de los partidores podria corresponder a una secuencia
inespecificamente amplificada, por lo que es relevante conocer la secuencia nucleotidica

de consenso del fragmento de 500 pb.

Es necesario destacar que no se observaron bandas inespecificas de otros pesos
moleculares al utilizar los respectivos controles negativos (ADN de virus herpes y ADNc
de virus distemper), ni al utilizar agua destilada, que actia de centinela en caso de

contaminacién accidental de los reactivos del PCR (Mastermix y partidores).

Malik y colaboradores en 2006 (15), compararon fragmentos del gen mecA de
estafilococos resistentes a meticilina aislados desde perros y gatos, tanto sanos como
enfermos, obteniendo idénticas secuencias nucleotidicas. Posteriormente, en el afio 2009,
Bemis y colaboradores (19) también compararon genes mecA, pero sélo de S.
pseudointermedius, los que resultaron ser iguales entre ellos y con las secuencias

disponibles en el GenBank® de S. haemolyticus y S. aureus, pero diferentes en 1y 2



nucleétidos a las secuencias descritas en la misma base de datos para S.
pseudointermedius. Si bien en este estudio no se consiguié un PIN de 100% entre las
secuencias de consenso para cada una de las cepas, éstas no difirieron en mas de un

3%, lo que sugirié que es el mismo gen en las tres cepas bacterianas (Anexo, Cuadro 8).

El alineamiento nucleotidico de las secuencias de consenso versus una secuencia
almacenada en el GenBank® (20) arrojo valores altos de PIN en las tres cepas
estudiadas: 97% tanto para S. kloosii y M. sedentarius, y de 98% para E. faecium, lo que
permite confirmar que este gen es altamente conservado, tal como lo sugiere Chambers
en el aflo 1997 (10). Si bien este alineamiento se realiz6 mediante el programa on line
Clustal W, existe una alternativa de analisis: el programa BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) que enfrenta la secuencia obtenida a un panel de secuencias de una base
de datos oficial. Al ingresar las secuencias obtenidas en el programa BLAST, éstas
muestran una identidad nucleotidica de al menos un 97% con diversas variantes del gen
mecA, cuyas secuencias se encuentran almacenadas en una extensa base de datos

(Anexo, Cuadros 9 y 10). Asi, ambos programas avalan el PIN obtenido.

Los resultados reflejan de cierta forma la realidad en medicina veterinaria, en relacién a
cepas participantes en infecciones nosocomiales y los genes de resistencia que poseen.
Estos resultados complementan un proyecto realizado con anterioridad en el Laboratorio
de Microbiologia, en el que se detectaron varios genes de resistencia: blargy, €n caso de
B-lactamicos; tet(A) y tet(B), tet(K), tet(M) y tet(O) en el caso de tetraciclinas; vanA y vanB
en el caso de vancomicina y otros genes que otorgan resistencia y/ o tolerancia a biocidas
(21- 24). Cabe senialar que el gen tet(O) no fue detectado en las cepas mantenidas por un
tiempo en cepario. Esto ultimo también ocurrié en la deteccion del gen tet(A) (22, 23).

La idea de pérdida o no deteccién de un gen de resistencia no es nueva, pues este
fendmeno se ha descrito en el caso del gen mecA en aislados de estafilococos meticilino
resistentes que han permanecido en cepario por algun tiempo, y que luego se utilizaron
como control positivo en el PCR (25). Al considerar este fendmeno, resulta interesante
disponer de mas de una cepa control positiva nativa, aunque exista una cepa control
positiva de origen humano —que también podria ser blanco de este fendbmeno— ya que
aumenta la posibilidad de contar con al menos uno de ellos cuando se requiera realizar el

PCR, de alli que esta Memoria de Titulo tuvo como finalidad ultima la de encontrar al



menos una cepa bacteriana alternativa que pueda ser utilizada como control positivo para

la deteccion de este gen en investigaciones futuras.

Finalmente, es interesante resaltar el hecho de que el gen mecA no ha sido descrito en
cepas de E. faecium ni M. sedentarius, segun la literatura consultada, lo cual resulta un
hallazgo que se relaciona con la existencia de mecanismos de transferencia de material
genético entre bacterias no necesariamente emparentadas, como es el caso de E.
faecium que puede transmitir genes de resistencia a otras bacterias Gram positivas. En
este sentido, se ha demostrado que el gen vanA —responsable de otorgar resistencia a
vancomicina en enterococos— pudo ser transmitido desde cepas de E. faecium resistentes
a vancomicina a cepas de S. aureus. Este hecho representa un grave problema en salud
publica ya que, como se ha mencionado anteriormente, las opciones terapéuticas ante
infecciones ocasionadas por este microorganismo multirresistente se ven aln mas
limitadas (11, 26)

CONCLUSION

En esta Memoria de Titulo se logré6 amplificar un fragmento constitutivo del gen mecA en
tres bacterias ambientales descritas como nosocomiales, aisladas desde hospitales
veterinarios y que no difiere en mas de un 3% respecto a la secuencia nucleotidica del
gen disponible en el GenBank®. Asi, de mediar el fendmeno de pérdida del gen mecA,
existiria la posibilidad de usar una cepa alternativa como cepa control positivo en futuros

estudios.
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ANEXO

Cuadro 1: Muestras segun especie bacteriana y resistencia a oxacilina.

59 Enterococcus faecium (+) R
67 Staphylococcus kloosii (+) R
46 Micrococcus sedentarius (+) R

Ox: Oxacilina; R: Resistentes.

Cuadro 2: Partidores utilizados segun Wichelhaus et al., 1999.

5- AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C -3
5- AGT TCT GCAGTACCG GATTTG C -3

Figura 1. Deteccion del gen mecA en 3 cepas de bacterias descritas como nhosocomiales.

™1 2 3 45 6 7 89

pb
2000
1500 ™ HyperLadder 1l. 100-2000 pb
1000 1 ADN S. kloosii
2 ADN E. faecium
3 ADN M. sedentarius
300 4 ADN Virus herpes felino
5 ADN Virus herpes canino
200 6 ADNCc Virus Distemper
100 7 H,O destilada
8,9 Sin muestra




Cuadro 3. Obtencion de secuencia de consenso BSZA1: mecA de Staphylococcus kloosii.

ST1 GATTAAGGTGGCAAAAAGATAAATCTTGGGGTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGG 50

stz mmmmm———= AAGCCTGTATTTCGGGATAGGTTCAACGTTACAAGATATGAAGTGG 46
* % *  kk ok kkk k Kk Kk hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkx

ST1 TAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTA 120

ST2 TAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTA 106

hkhkkkhkkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkk

ST1 GAGTAGCACTC-GAATTAGGCAGTAAGAAATTT-GAAAAAGGCATGAAAAAACTAGGTGT 178

ST2 GAGTAGCACTTTGAATTAGGCAGTAAGAAATTTCGAAAAAGGCATGAAAAAACTAGGTGT 166
hkkkhkhkhkhhkhk  Khkkkkkhkhhkhkhkhhkkhhhhkhkhk khkkhkhkkrkkkkkhhkrkrkkkkkhhkx

ST1 TGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTT 238

ST2 TGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTT 226
hhkkkhkhkhkkhkkkkkkkkhhkkkkkkkkhhkkkkkkkhkhkkkkkkkhkkkkkkkkkhhk*x

ST1 AGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCC 298

ST2 AGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCC 286
hhkhkkkhkhkhhhkhhhhhkhhhhhhhkhhhhhhhhhhkhhhkhhhhhhhhkkhhhkhkhkhkkkkhhkhk

ST1 AGTACAGATCCTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCA 358

ST2 AGTACAGATCCTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCA 346
hhkkkhkhkhkkhhhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkkkhhkhkhkhkhkhhkkhhhkhkhkhkhkhkkkhhkhkkhkkkkkkkhk*

ST1 CTGATTAAAAGACACGAAAAACAAATATAAGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATA 418

ST2 CTTATTAAAAGACACGAAAAACAAA-GTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATA 405
kk kkkkkkkkkhkhkhkhkkkhkhkhkhkhkhkk K« hhkkkkkkhkhkhkhkhkhkkkhhhkkhkhkkkkhhhkx

ST1 TCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTT 478

ST2 TCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTT 465
hhkkhkhkhkhkkkhkhkhkhkhkhkhkkkhhhkhkhkhkhkkkhhkhhkkhkhhkkhhhkhkhkhkhkhkkhhhkkhkkkkkkhhk*

ST1 ATAGATGCATATGAGATACTAAATT--—-———————— 503

ST2 ATAGAT-CTTATGCAA-ACTTAATTGGCAAATCCGA 499
khkkkkk Kk kkkk Kk kkk kkkk

Secuencia de consenso:

>BSZA1
AAAGATAAATCTTGGGGTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAA
TCATCAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTTTGAATTAGGCAGTAAGAAATTTCGAAAAAGGCATGAAAARACTAG
GTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTTAGATAATGAAATATTAT
TAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGTACAGATCCTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAARATA
ATGGCAATATTAACGCACCTCACTGATTAAAAGACACGAAAAACAAATATAAGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAAT
ATCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATGCATATGAGATACT
AAATT




Cuadro 4. Obtencion de secuencia de consenso BSZA2: mecA de Micrococcus sedentarius.

MS1 TAAGGTTGGCAAAAAGATAAATCTTGGGGGTGGT-TACAACGTTACAAGATATGAAGTGG 59

MS2 0 mmmmmm—————= AAGAGCACATCCCGCGGGCCATGTTCAACGTTACAAGATATGAAGTGG 48
* % * kkk Kk Kkkx * Kk kkkkkkkkkkkkkkkkkkrkkkkk

MS1 TAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTA 119

MS2 TAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTA 108

khkkkhkkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhhkkhkhhhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkxkhx

MS1 GAGTAGCACTC-GAATTAGGCAGTAAGAAATTT-GAAAAAGGCATGAAAAAACTAGGTGT 177

MS2 GAGTAGCACTTTGAATTAGGCAGTAAGAAATTTCGAAAAAGGCATGAAAAAACTAGGTGT 168
kkhkk kK Kk Kk Kk kK KAKAAIAKAAKNAIAAAAAAKNAXAKX AhA A A hAAh A A I A Ak A A Ak A A A A x XAk kK

MS1 TGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTT 237

MS2 TGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTT 228

khkkkkkkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkkkkk

MS1 AGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCC 297

MS2 AGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCC 288
hhkhkkhkhkhkhhhkhkhhhhkhhhhhhhkhkhhkhhhhhhhkhhhkhhhhhhhhkkhhhhkhkkkkkkhhkhk

MS1 AGTACAGATCCTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCA 357

MS2 AGTACAGATCCTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCA 348
hhkhkkkhkhkhhhhkhhhhkhhhhhhhkhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkkhhhkhkhkkkkkkhhkhk

MS1 CTGGTTAAAAGACACGAAAAACAAAATAAGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATAT 417

MS2 CTTATTAAAAGACACGAAAAACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATAT 408
hhk  kkkkkkkhkhkhkhkkkkhhkhkhkhkhkk Kk  hhkkkkkkkhhhkhhhhkkhhhkhkhkhkkkhhkhk

MS1 CAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTA 477

MS2 CAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTA 468
hkkkhkhkhkkkhkhkhkhkhkhkhkkhhkhkkhkhkhhhhhkhkhkkhkhkhkhhhkhkhkkhkkkkhhkkkrkkkkkkhhk*

MS1 TAGATGCATATGAAAACTAAG--—-—-—-————————— 498

MS2 TAGAT-CTTATGCAACTTAATTGGCAAATCCGTGC 502
khkkkk * kkkk kk  kkk

Secuencia de consenso:

>BSZA2
AAAGATAAATCTTGGGGGTGGTGTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTARAACAAGCAATAG
AATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTTTGAATTAGGCAGTAAGAAATTTCGAAAAAGGCATGAAAAAACT
AGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTTAGATAATGAAATATT
ATTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGTACAGATCCTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAA
TAATGGCAATATTAACGCACCTCACTGGTTAAAAGACACGAAAAACAAAATAAGGAAGAAAAATATTATTTCCARAGAAAA
TATCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATGCATATGAAAACT
AAG




Cuadro 5. Obtencién de secuencia de consenso BSZA3: mecA de Enterococcus faecium.

EF1 -GGTTGGCAAAAAGATAAATCTTGGGGGTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAA 59

EF2 AGGTTGGCAAAAAGATAAATCTTGGGGGTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAA 60
hkkkhkhkkkhkhkhkkkhhhhhhkkkkhkkkhhkkkkhkkhhkhkkkkkkkhkrkkkkkkkkkk

EF1l ATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTAGAG 119

EF2 ATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATAGAATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTAGAG 120
Khkkhkkkkhkhkkkkhhkhkhhhhkkhkhhkhkhhhkkkkkkhhkkkkkkkkhhkkkkkkkkkhkhkkk

EF1l TAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGGCATGAAAAAACTAGGTGTTGGTG 179

EF2 TAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGGCATGAAAAAACTAGGTGTTGGTG 180
Khkkkkkkhkhkhhhkkhhkkkkkkkkhhkkkkhkkhhkhkkkkkkhhkkkkkkkkkhkkkkkkx

EF1l AAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGTCTCAATTTCAAACAAAAATTTAGATA 239

EF2 AAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTTAGATA 240
khkkhkhkkkkhkhkkhkhkhkkkhhhkhkkhkhkkkkhkhkhkhkkk khkkkhkhkkkkhkhkkkhkhkkkhhkhkkk

EF1l ATGAAATATTATTAGCTGATTC--AGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGT 297

EF2 ATGAAATATTATTAGCTGATTCTGAGGT--CGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGT 298

khkkkkkhkkkkhkkkkkkhkkkkkxkx * %k %k dkhkkhkkkhkkkhkhkkhkhkkkhkhkkkhkhkhkkhkhkkkhkkkk

EF1l ACAGATCCTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTG 357

EF2 ACAGATCCTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTG 358
khkhkhkhkkkkhkhkhkhkhhhhhhhkhkhkhkhhhhhhkhkhkhkhkhkkhhhkhkhkhkhkkkkhhkkkhkhkhkkhhhhkhk

EF1l ATTAAAAGACACGAAAAACAAAAATAAGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCA 417

EF2 ATTAAAAGACACGAAAAACAAAAATAAGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAATATCA 418
Khkhkkkhkhkhkhkhkhkkkhhkhkhkhkhkhkkkhkhhkhkhkhkkkhhhhkhkhkhkkkkhhkhkhkhkkkkkhhkkkkkkkk

EF1l ATCTATTAACTGATGGTATGCAAGTAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATA 477

EF2 ATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATA 478
khkkhkhkkkkhkhkkhkhkhkhkhhhhkhkhkhkhk  hhkhkhkhkhkhkhkkkhhhkhkrkhkhkkkkhhhkkhkhkkkhhhkhhkk

EF1l GATACATATGAAAGACTGATTAG 500

EF2 GATACATATGAAAGACTGT---- 497
ok ok ok o ok ok ok ok ok ke ok ok ok

Secuencia de consenso:

>BSZA3
GGTTGGCAAAAAGATAAATCTTGGGGGTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACA
AGCAATAGAATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGGCATGAA
AAAACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTTAGATAATGA
AATATTATTAGCTGATTCTGAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGTACAGATCCTTTCAATCTATAGCGCA
TTAGAAAATAATGGCAATATTAACGCACCTCACTGATTAAAAGACACGAAAAACAAAAATAAGGAAGAAAAATATTATTTC
CAAAGAAAATATCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATACAT
ATGAAAGACTGA




Cuadro 6. Secuencia descrita del gen mecA en GenBank®: Staphylococcus aureus MRSA252.

>MRSA252
ATGAAAAAGATAAAAATTGTTCCACTTATTTTAATAGTTGTAGTTGTCGGGTTTGGTATATATTTTTATGCTTCAAAAGAT
AAAGAAATTAATAATACTATTGATGCAATTGAAGATAAAAATTTCAAACAAGTTTATAAAGATAGCAGTTATATTTCTAAA
AGCGATAATGGTGAAGTAGAAATGACTGAACGTCCGATAAAAATATATAATAGTTTAGGCGTTAAAGATATAAACATTCAG
GATCGTAAAATAAAAAAAGTATCTAAAAATAAAAAACGAGTAGATGCTCAATATAAAATTAAAACAAACTACGGTAACATT
GATCGCAACGTTCAATTTAATTTTGTTAAAGAAGATGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGATCATAGCGTCATTATTCCAGGA
ATGCAGAAAGACCAAAGCATACATATTGAAAATTTAAAATCAGAACGTGGTAAAATTTTAGACCGAAACAATGTGGAATTG
GCCAATACAGGAACAGCATATGAGATAGGCATCGTTCCAAAGAATGTATCTAAAAAAGATTATAAAGCAATCGCTAAAGAA
CTAAGTATTTCTGAAGACTATATCAAACAACAAATGGATCAAAATTGGGTACAAGATGATACCTTCGTTCCACTTAAAACC
GTTAAAAAAATGGATGAATATTTAAGTGATTTCGCAAAAAAATTTCATCTTACAACTAATGAAACAGAAAGTCGTAACTAT
CCTCTAGGAAAAGCGACTTCACATCTATTAGGTTATGTTGGTCCCATTAACTCTGAAGAATTAAAACAAAAAGAATATAAA
GGCTATAAAGATGATGCAGTTATTGGTAAAAAGGGACTCGAAAAACTTTACGATAAAAAGCTCCAACATGAAGATGGCTAT
CGTGTCACAATCGTTGACGATAATAGCAATACAATCGCACATACATTAATAGAGAAAAAGAAAAAAGATGGCAAAGATATT
CAACTAACTATTGATGCTAAAGTTCAAAAGAGTATTTATAACAACATGAAAAATGATTATGGCTCAGGTACTGCTATCCAC
CCTCAAACAGGTGAATTATTAGCACTTGTAAGCACACCTTCATATGACGTCTATCCATTTATGTATGGCATGAGTAACGAA
GAATATAATAAATTAACCGAAGATAAAAAAGAACCTCTGCTCAACAAGTTCCAGATTACAACTTCACCAGGTTCAACTCAA
AAAATATTAACAGCAATGATTGGGTTAAATAACAAAACATTAGACGATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGG
CAAAAAGATAAATCTTGGGGTGGTTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATA
GAATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTCGAATTAGGCAGTAAGAAATTTGAAAAAGGCATGAAAAAACTA
GGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTTATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTTAGATAATGAAATATTA
TTAGCTGATTCAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGTACAGATCCTTTCAATCTATAGCGCATTAGAAAAT
AATGGCAATATTAACGCACCTCACTTATTAAAAGACACGAAAAACAAAGTTTGGAAGAAAAATATTATTTCCAAAGAAAAT
ATCAATCTATTAACTGATGGTATGCAACAAGTCGTAAATAAAACACATAAAGAAGATATTTATAGATCTTATGCAAACTTA
ATTGGCAAATCCGGTACTGCAGAACTCAAAATGAAACAAGGAGAAACTGGCAGACAAATTGGGTGGTTTATATCATATGAT
AAAGATAATCCAAACATGATGATGGCTATTAATGTTAAAGATGTACAAGATAAAGGAATGGCTAGCTACAATGCCAAAATC
TCAGGTAAAGTGTATGATGAGCTATATGAGAACGGTAATAAAAAATACGATATAGATGAATAA

Cuadro 7. Alineamiento de las secuencias BSZAl, BSZA2, BSZA3 y MRSA252 (GenBank®).

BSZA3 —mmmmmmmmmm oo GGTTGGCAAAAAGATAAATCTTGGGGGTG- 29
MRSA252 GATAAAACAAGTTATAAAATCGATGGTAAAGGTTGGCAAAAAGATAAATCTTGGGG-TG- 1318
BSZAL = oo m e AAAGATAAATCTTGGGG-TG- 19
BSZA2 = e m e AAAGATAAATCTTGGGGGTG- 20

khkkkkkkkkkkkkkkkk %%

BSZA3 GT-TACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATA 88
MRSA252 GT-TACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATA 1377
BSZAl GT-TACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATA 78
BSZA2 GTGTACAACGTTACAAGATATGAAGTGGTAAATGGTAATATCGACTTAAAACAAGCAATA 80

*k hhkkhkkkhkhkkhkhkkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkkkhx

BSZA3 GAATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTC-GAATTAGGCAGTAAGAAATT 147
MRSA252 GAATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTC-GAATTAGGCAGTAAGAAATT 1436
BSZAl GAATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTTTGAATTAGGCAGTAAGAAATT 138
BSZA2 GAATCATCAGATAACATTTTCTTTGCTAGAGTAGCACTTTGAATTAGGCAGTAAGAAATT 140

khkkhkkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkkhkhkkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkkkhkk khkkkkkhkkkhkhkkkhkkkhkkkk

BSZA3 T-GAAAAAGGCATGAAAAAACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTT 206
MRSA252 T-GAAAAAGGCATGAAAAAACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTT 1495
BSZAl TCGAAAAAGGCATGAAAAAACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTT 198
BSZA2 TCGAAAAAGGCATGAAAAAACTAGGTGTTGGTGAAGATATACCAAGTGATTATCCATTTT 200

* hhkhkkhkkkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhhhhhhkhkhhkhhhhkhhkhkhhhkhhhkhkhhkhkhhrhkhhkhhx




BSZA3
MRSA252
BSZAl
BSZA2

BSZA3
MRSA252
BSZAl
BSZA2

BSZA3
MRSA252
BSZAl
BSZA2

BSZA3
MRSA252
BSZAl
BSZA2

BSZA3
MRSA252
BSZAl
BSZA2

ATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTTAGATAATGAAATATTATTAGCTGATTCTGAGG
ATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTTAGATAATGAAATATTATTAGCTGATTC--AGG
ATAATGCTCAAATTTCAAACAAAAATTTAGATAATGAAATATTATTAGCTGATTC--AGG
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386
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376
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444
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Cuadro 8. Porcentajes de identidad nucleotidica (PIN) de secuencias en estudio v/is GenBank®.

SegA | Name Length SegB ‘ Name ‘ Length Score
1/ BSZAl 491 2 BSZA2 489 98.0
1 BSZAl 491 3 BSZA3 498 97.0
1 BSzaAl 491 5 MRSA252 2007 97.0
2| BSZA2 489 3 BSZA3 498 98.0
2| BSzA2 489 5 MRSA252 2007 97.0
3| BSzA3 498 5 MRSA252 2007 98.0




Cuadro 9. Secuencia BSZA1 versus diversas variantes de mecA, segin BLAST.

Sequences producing significant alignments:

Accession | Description | Max score | Total score uery coverage Max ident

AFFFE650.1 Staphylococcus aureus strain AKLMRSASO penicillin binding pro BZa 826 s )
ABE12767.1 Staphylococcus aureus DMA, type ¥ staphylococcal cassette 826 825 97 % 97w
ABS0S630.1 Staphylococcus aureus DMA, type ¥ {1C1) staphylococcal cas f=F13 EED) 97 % a7 %
ABSDSE=9.1 Staphylococcus aureus DA, type % (E&EC2) staphylococcal o Bze 826 BT )
ABSOSASE.T Staphylococcus aureus DA, type IX (1C2) staphylococcal ca: BZa 826 s )
CPO0Z645.1 Staphvylococcus aureus subsp. aureus TO131, complete genom 828 826 s )
FR753166.1 Staphylococcus aureus 4CME and SCCmec composite islands, az6 EED) a7 a7 %
SUSFO0Y3.2 Staphvylococcus cohnii strain WC28 SCCmec cassette, complel Bze sz26 BTV I
HMosor=1.1 Staphylococcus aureus strain M299 mec type IV staphylococc BZa 826 s )
HMOz07=0.1 Staphylococcus aureus strain M1 mec type IV staphylococcal 828 826 s )
CPO02110.1 Staphylococcus aureus subsp. aureus TCHE0, complete genorr f=F13 EED) 97 % a7 %
SFPOD1544 .2 Staphylococcus aureus 04-02921, complete genome Bze 826 BT )
S0918157.1 Staphylococcus aureus strain WEZ-2 SCCmec element, comple BZa 826 s )
CPO0Z114.2 Staphvylococcus aureus subsp. aureus JKDE152, complete genc 828 826 s )
CPO02120.1 Staphylococcus aureus subsp. aureus str. JKDG0O0S, complete 828 gz6 AT % QT %
ABS4EZE6.1 Staphylococcus fleurettii DMA, methicillin-resistance gene regi Bze sz26 BTV I
SU451507.1 Staphylococcus epidermidis strain BCB-F632 SCCmec type IWA BZa 8z6 97 9
GU451306.1 Staphylococcus epidermidis strain BOCB-F57 SCCmec type IVA 826 825 97 % 97w
SU451305.1 Staphylococcus epidermidis strain BCB-F1 SCCmec type Iva el 828 gz6 AT % QT %
ABS3IAT2T .1 Staphvylococcus aureus D&, cassette chromosome mec (SCCr 826 826 BTV BTV
S0902035.1 Staphylococcus aureus strain UMCG-M4 Orfx {orfx) gene, par 826 826 ) )
GUZ2359584.1 Staphvylococcus aureus strain BK16704 staphylococcal cassett 826 826 EEA ) )
GU235983.1 Staphylococcus aureus strain BK16691 staphylococcal cassett az6 EED) a7 a7 %
SUlz=149.1 Staphvylococcus aureus strain 45294F chromosome cassettes § Bze 826 BT )
AMIIONIIZ.1 Staphylococcus aureus subsp. aureus ST228 complete genome BZa 826 s )
ABATETES0.1 Staphylococous aureus DMA, type ¥ staphylococcal cassette 826 825 97 % 97w
FM433596.1 Staphylococcus aureus subsp. aureus TW20, complete genomi az6 EED) a7 a7 %
ABdAE=393.1 Staphylococcus aureus DA, type YII staphvlococcal cassette Bze 826 BT )
AF411955.3 Staphylococcus aureus strain HDE2E8 type-%I SCCmec elemer BZa 826 s )
EL457549.2 Staphvylococcus aureus strain cmll SCCmec type IVA element 828 826 s )
F1810877.1 Staphylococcus aureus strain SCIG-2 penicillin binding protein 828 sz6 arw 7%
Fle7o0s4=.1 Staphvylococcus aureus strain BK20721 type WIII staphylococc Bze 826 BT )
Fisgons57.1 Staphylococcus aureus strain MRSA CLOG622 conserved hypoth BZa 826 s )
Fig44922.1 Staphylococcus pseudintermedius strain 06-3228 SCCmec gen 828 826 s )

Cuadro 10. Comparaciéon BSZAL versus coleccién nucleotidica programa on line BLAST.

>|_UhIJF'?'T-‘865EI.l Staphyvlocococus aurens strain AKLMRIASO penicillin binding
protein | Za (mech) gene, partial cds
Length=5354

Score = 826 hits (447), Expect
Tdentities = 470/430 (98%), Gaps
Strand=Flus/Plus

0.0
64450 (1%

duery 1 AAAGATAALTCTTGGGGTGGT TACAACGT TACAAGATATGALGTGETAAATGGTALTATC 60

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbhjct 25 AAAGATAALTCTTGGEGTHGGT TACAACGTTACALGATATGAAGTGETARALTGGTAATATE &4

duery 61 GACTTALALCARGCAATAGAATCATCAGATAACATT T TCTT TGCTAGAGTAGCACTTTIGA 120

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 111
3bjct 85 CTTAAAACAAGCALTAGAATCATCAGATAACATT T TCTT TGCTAGAGTAGCAC-TCGA 1435

Ouery 121 ATTAGGCAGTAAGALAATTTICGAAAMAGGCATGALALALCTAGGTCTIGGTGAAGATATAC 150

Frrrrrrrrrrrrrrrrnl ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Shict 144 ATTAGGCAGTAAGAAATTT-GARMALAG GAAALLACTAGGTGTIGGTGAAGATATAC 202

Ouery 151 CARAGTGATTATCCATTITATAATGCTCALAT TTCAAACALAAMTTTAGATALATGAMLTAT 240

trrrrererrrerrrerrrrerrrrrrrrrerrrerrtrrrrrrrrrrtrrrrrrrrrrrnd
Shijct 203 CARAGTGATTATCCATTITATAATGCTCALATTTCAAACALAAAMTTTAGATALATGALATAT Z62

Ouery =241 TATTAGCTGATICAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGTACAGATCCTTIT 300

frrrreeerreerrrrrrrrrrrrrrrr e e et rrrrrrrrrrrrrnd
Shijct 263 TATTAGCTGATICAGGTTACGGACAAGGTGAAATACTGATTAACCCAGTACAGATCCTIT 322

Ouery 3501 CARATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCALTATTAACGCACCTCACTGATTALRLGACA 360

frrrrererreeerrerrrrrrrrrrrrrrr i rrrrrrrrrrnd |||||||||||
Shijct 323 CAATCTATAGCGCATTAGAAAATAATGGCALATATIAACGCACCTCACTTAT IALRDLG 382

Ouery 3561 CGAMAAAACAAL-TATALGGAAGAARALTATTATTITCCARALGAMBATATCAATCTATTALC 419

frrrrrrerrr 1l trrrrerrrrerrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrnd
Shijct 353 CGAAAAACAARGTTI--GGAAGAAMAATATTATTITCCAALGAMMATATCAATCTATTALC 440

Ouery 420 TGATGGTATGCALCAAGTCGTAAATAAALCACATAAAGALGATATTITATAGATGCATATG 479

frrrreererrrrecrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrrrrrrrrrrrrn ol ||||
Shijct 441 TGATGGTATGCALCAAGTCGTAAATAAALCACATALAGALGATATTITATAGAT-CTTAT 339




