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Resumen

Clostridioides difficile es un importante patbgeno humano. Las cepas de esta bacteria han
sido organizadas en cinco clados comunes, numerados del 1 al 5, y tres divergentes,
conocidos como C-I, C-1l y C-lll. La infeccion con cepas patogénicas de C. difficile (CDI) se
manifiesta clinicamente como diarrea en el paciente. Estos efectos son mediados
principalmente por el efecto de tres toxinas (TcdA, TcdB y CDT). El diagnéstico de las CDI
se realiza usualmente mediante inmunoensayos para las toxinas A y B, los cuales son
rapidos, pero poco sensibles, o con cultivo toxigénico y ensayos de neutralizacion de
citotoxicidad celular, ambos demandantes desde un punto de vista técnico y econémico.
Como alternativa, se han desarrollado ensayos de amplificacion de &cidos nucleicos, dado
que tienen alta sensibilidad, especificidad, y son relativamente rapidos y accesibles. Existen
reportes de cepas toxigénicas del Clado C-l que escapan los métodos de diagndstico
utilizados rutinariamente en la mayoria de los centros de salud. Esta situacion es
preocupante, y motivé la realizacién del presente proyecto, el cual pretendia identificar
secuencias firma nucleotidicas de cepas del Clado C-I susceptibles a ser amplificadas por
gPCR, para emplearlas en un método de diagndstico molecular. Se incluyeron en el analisis
77 genomas de cepas de C. difficile calidad draft (10 de cepas C-l, 67 de cepas de Clados
1-5) los cuales fueron ensamblados, verificada su calidad y anotados. Para identificar las
posibles secuencias firma se utilizaron tres técnicas: estudios de asociacién de genoma
completo (DBGWAS, TreeWAS y Roary/Scoary), procesos automatizados basados en
referencia y pareo de k-mer (Neptune) y analisis pangendmicos (Roary y Anvi'o). Los
resultados de estos métodos fueron consolidados, y se eliminaron aquellas secuencias que
tuvieran alta identidad con otras presentes en otros microorganismos. Se utilizé Primer-
BLAST para disefiar juegos de oligonucleétidos cebadores para las secuencias firma
identificadas, los cuales fueron depurados segun contenido GC, autocomplementariedad,
largo del producto, Tm. Los mejores pares fueron probados inicialmente en ensayos de
PCR punto final. Estos cebadores, y uno adicional disefiado para el gen tcdB presente en
las cepas del Clado C-I, fueron probados adicionalmente en gqPCR usando ADN extraido a
partir de cultivos bacterianos, de heces humanas negativas para C. difficile, de heces
humanas inoculadas con ADN extraido a partir de cepas del Clado C-l y de heces humanas
inoculadas con cultivos de C. difficile del Clado C-I y de otros clados. Se calcularon las
sensibilidades y especificidades demostradas por los cebadores en cada ensayo.
Finalmente, se aproximé el limite de deteccién de los dos mejores cebadores para las
secuencias firma identificadas y el disefiado para el gen tcdB. El andlisis pangendmico con
Roary reveld que las cepas del Clado C-I comparten 890 CDSs que no pertenecen al
genoma core determinado para la especie. Once conglomerados de secuencias
codificantes fueron identificados como exclusivos de las cepas C-I por Anvi'o, Roary/Scoary
y Treewas. Se generaron pares de cebadores para ocho de estas secuencias firma, los
cuales fueron depurados, para sintetizar cuatro, los cuales fueron probados en laboratorio.
Dos de los pares de cebadores mostraron 100% de sensibilidad y especificidad en los
ensayos de gPCR con ADN extraido de cultivos liquidos y de heces inoculadas con cultivos,
mientras que el par disefiado para el gen tcdB mostré 100% de sensibilidad y 72.7% de
especificidad en los ensayos de gPCR con ADN extraido de cultivos en medio liquido, y
66% de sensibilidad y 100% de especificidad en los realizados con heces inoculadas con
cultivos. A partir de estos resultados se propuso un algoritmo para determinar la presencia
de ADN de cepas de C. difficile del Clado C-I, toxigénicas o no, en heces de pacientes
diarreicos con sospecha de CDI, utilizando estos tres pares de cebadores. Estos hallazgos
confirman que las cepas del Clado C-l presentan secuencias firma susceptibles a ser
amplificadas por gPCR, y que los cebadores disefiados detectan la presencia de ADN de
dichas cepas en cultivo y heces con 100% de especificidad y sensibilidad.
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PFGE “pulsed-field electrophoresis” (electroforesis de campo pulsante)

ESCMID “European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases” (Sociedad Europea
de Microbiologia Clinica y Enfermedades Infecciosas)

IDSA “Infectious Diseases Society of America” (Sociedad Americana de Enfermedades
Infecciosas)

SHEA “Society for Healthcare Epidemiology of America” (Sociedad para la Epidemiologia de la
Atencion Médica de América)

ST “sequence type” (secuencia tipo de MLST)

PCR “polymerase chain reaction” (reaccién en cadena de la polimerasa)

CA California, E.E.U.U.

gPCR “quantitative polymerase chain reaction” (reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa)
GWAS “genome-wide association studies” (estudio de asociacion del genoma completo)
BLAST “Basic Local Alignment Search Tool” (herramienta de busqueda por alineamiento local
basico)

COG “clusters of orthologous groups of proteins” (conglomerados de grupos ortélogos de
proteinas).

NCBI “National Center for Biotechnology Information” (Centro Nacional para Informacion en
Biotecnologia, E.E.U.U.)

Tm “melting temperature" (temperatura de fusion)

Ct “cycle threshold” (umbral del ciclo)

VP verdadero positivo

VN verdadero negativo

FP falso positivo

FN falso negativo
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Capitulo I: Introduccién

Generalidades:

Segun el Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey (Paul De Vos, 2009) Clostridium
difficile, recientemente reclasificada como Clostridioides difficile (Lawson, Citron, Tyrrell, &
Finegold, 2016) es una bacteria Gram-positiva, peritrica, esporulante y anaerobia estricta.
Crece entre los 25°C y 45°C, de forma 6ptima a 37°C. Se le considera un patégeno
oportunista que provoca infecciones intestinales cuando ocurre disbiosis de la microbiota
residente, principalmente durante la atencion en centros de salud (Samarkos,
Mastrogianni, & Kampouropoulou, 2018). Este microorganismo fue originalmente descrito
en 1935 como componente normal de la microbiota fecal de los recién nacidos, no
obstante, fue posteriormente encontrado en heces de animales y en diversos tipos de

muestras ambientales (Burnham & Carroll, 2013).

C. difficile alterna entre una forma vegetativa y una endospora resistente a condiciones
ambientales adversas. Para que se produzcan las infecciones por C. difficile (CDI),
pacientes con factores que los predisponen a adquirir la enfermedad (ver abajo) deben
entrar en contacto con esporas de cepas toxigénicas de la bacteria, las cuales persisten

sobre superficies por largos periodos de tiempo (Eze, Balsells, Kyaw, & Nair, 2017).

La virulencia de C. difficile se relaciona principalmente con la expresion de toxinas
codificadas en una secuencia de 19.6 kb denominada locus de patogenicidad (PalLoc) que
incluye 5 genes: tcdA y tcdB, que codifican para las toxinas identificadas con la letra
correspondiente, tcdE, que codifica para una proteina potencialmente implicada en su
secrecion de ambas toxinas; y tcdR y tcdC, que corresponden a reguladores positivos y
negativos de la sintesis de toxinas (Figura 1, Cuadro 1).

19.6 kb PaLoc
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Figura 1. Estructura habitual del PaLoc de C.difficile. Tomado de (Hunt & Ballard, 2013)



Cuadro I. Genes usualmente presentes en el PaLoc de C. difficile

Gen Producto Referencia
tcdA Toxina A (Di Bella, Ascenzi, Siarakas,
Petrosillo, & di Masi, 2016)
tcdB Toxina B (Di Bella et al., 2016)
tdcE Holina para secrecion de (Govind & Dupuy, 2012;
toxina Govind, Fitzwater, &
Nichols, 2015)
tcdR Regulador positivo de (Martin-Verstraete, Peltier,
toxina & Dupuy, 2016)
tcdC Regulador negativo de (Martin-Verstraete et al.,
toxina 2016)

Las toxinas TcdA y TcdB ejercen su efecto toxico al inactivar proteinas Rho pequefias y
otras GTPasas de células eucariotas, interrumpiendo asi vias metabdlicas vitales en el
hospedero (Burnham & Carroll, 2013).

Un grupo menor de cepas expresa otra toxina, denominada C. difficile transferasa (CDT) o
toxina binaria. Esta enzima presenta actividad ADP-ribosiltransferasa y genera disrupcién
del citoesqueleto, promoviendo pérdida de fluido y eventualmente la muerte celular. Como
su nombre lo indica, se compone de dos componentes: CdtA, que posee actividad
catalitica, y CdtB, involucrada en la union al sustrato. Los genes que caodifican para estas
proteinas se encuentran en el denominado CdtLoc (Elliott, Androga, Knight, & Riley,
2017), que se localiza en un sitio cromosomal diferente al PaLoc. Tipicamente se
considera que las cepas que no expresan TcdA o TcdB no causan CDI en humanos, sin
embargo, como se vera mas adelante, el papel de estas denominadas cepas no

toxigénicas en la patogénesis aln no es claro.

Ademas de las toxinas TcdA, TcdB y CDT, se han descrito otros factores de virulencia en
esta especie, tales como la proteina de capa S, proteinas de flagelos, fimbrias y proteinas

de union a fibronectina (Awad, Johanesen, Carter, Rose, & Lyras, 2014).



Factores de riesqo:

Una serie de factores de riesgo han sido asociados al desarrollo de las CDI, incluyendo
admision a centros de salud (y tiempo de internamiento), edad avanzada (relacionada con
senescencia inmune), presencia de comorbilidades y, en particular, exposicidon a agentes
antimicrobianos (Elliott et al., 2017), ya que estas drogas inducen cambios inmediatos y
profundos en la microbiota intestinal enddégena y reducen su diversidad. Esta disbiosis
disminuye la resistencia a la colonizacion de C. difficile y modifica el metabolismo de las
sales biliares (Winston & Theriot, 2016). Practicamente todos los agentes antimicrobianos
de uso clinico conocido han sido implicados con las CDI, sin embargo, metaandlisis
recientes han encontrado diferencias importantes en la magnitud de asociacion al
disgregar los datos segun factores, como sitio geografico o el contexto hospitalario de los
casos. Asi, en comparacion con controles adiarreicos, la administracion hospitalaria de
clindamicina, cefalosporinas, carbapenémicos, fluoroquinolonas y sulfonamidas se asocia
con un riesgo al menos dos veces mayor de CDI. En casos comunitarios dicho riesgo
aumenta entre 8 y 20 veces para clindamicina, y entre 3 y 5 veces para cefalosporinas y

quinolonas (Eze et al., 2017).

Presentacion clinica:

Las CDI presenta un amplio espectro de manifestaciones clinicas, entre las que se
incluyen diarrea (que puede desencadenar ileo severo), colitis pseudomembranosa y/o
fulminante. Entre sus sintomas destacan dolor abdominal, anorexia, fiebre y malestar
general. Las heces de los pacientes suelen ser liquidas y poseer un olor desagradable y
caracteristico (Bartlett & Gerding, 2008). Las complicaciones de esta patologia incluyen
internamiento en unidades de cuidado intensivo, colectectomia e incluso la muerte
(Pacheco & Johnson, 2013).

Importancia clinica de las CDI:

A pesar de haber sido reconocido como un patégeno importante en el desarrollo de colitis
pseudomembranosa desde 1970 (George et al., 1978), la incidencia y severidad de los
casos de CDI ha aumentado en los ultimos 15-20 afios (He et al., 2013). Este aumento es

atribuible, al menos en parte, a la aparicion de nuevas cepas hipervirulentas (Knight,



Elliott, Chang, Perkins, & Riley, 2015; Rodriguez, Van Broeck, Taminiau, Delmée, &
Daube, 2016).

La infeccidn por este patdgeno se ha convertido en un considerable problema de salud
publica en numerosos paises, incluido Costa Rica. Prueba de lo anterior es que en agosto
del afio anterior fue catalogado por los Centros para Control y Prevencién de
Enfermedades de E.E.U.U como una de las mas grandes amenazas, otorgandole un nivel

de peligro urgente.

En 2009-2010 se reportd un brote importante de CDI en nuestro pais (Quesada-Gomez et
al., 2010; Wong-McClure et al., 2012), y en afios recientes se ha detectado la emergencia
o predominancia de cepas con alta resistencia a antibiéticos (L6épez-Urefia et al., 2016).

Diagndstico V tipificacién:

La deteccion temprana de C. difficile y sus toxinas es crucial, pues permite un tratamiento
mas temprano y asi disminuir significativamente la morbilidad y mortalidad de las
infecciones y los costos médicos asociados a atenciones hospitalarias prolongadas (Peng
et al., 2018).

Ademas de considerar los sintomas clinicos anteriormente mencionados, el diagnéstico
de CDI requiere de resultados positivos de pruebas de laboratorio que persiguen detectar
el patdégeno y/o sus toxinas. Sin embargo, no existe un ensayo que posea sensibilidad,

especificidad y capacidad predictiva 6ptimas (Pacheco & Johnson, 2013).
Entre los ensayos mas comunes destacan:

a) el cultivo toxigénico (TC, del inglés “toxigenic culture”), que detecta el efecto de
toxinas presentes en suspensiones de heces sobre cultivos celulares. Su
sensibilidad y especificidad son altas, pero en ciertos casos puede tardar dias para
generar resultados. Aunado a esto, el cultivo celular no se realiza en todos los

laboratorios clinicos, lo que limita el acceso a este tipo de ensayos.

b) los ensayos de neutralizacion de citotoxicidad celular (CCNA, del inglés “cell
cytotoxicity neutralization assay”), que detectan toxinas presentes en heces
mediante la observacion de su efecto sobre cultivos celulares en presencia 'y
ausencia de antitoxina(s). Estos ensayos poseen ventajas y desventajas similares

a las del cultivo toxigénico.



¢) los inmunoensayos para toxina Ay B (ElAs, del inglés “enzyme immunoassay”),
gue tienen bajo costo, requieren poco tiempo y son faciles de realizar, pero son
poco sensibles.

d) los ensayos de amplificaciéon de acidos nucleicos (NAAT, del inglés “nucleic acid
amplification test”), que normalmente tienen como blanco fragmentos de tcdA,
tcdB y/o de los genes para la toxina binaria en combinacion o solos.

Si bien se ha considerado al TC y a los CCNA como los dos estdndares para diagnéstico,
no se utilizan de forma rutinaria en la clinica debido a su alta demanda de tiempo y mano
de obra calificada. Por otro lado, los NAAT poseen una serie de ventajas, tales como
sensibilidad y especificidad > 80% y hasta 99% (Burnham & Carroll, 2013; Peng et al.,
2018), baja complejidad (una vez que el ensayo se ha estandarizado) y poco tiempo de

respuesta, ademas de ser altamente costo-efectivos.

A pesar de sus ventajas, existen algunos cuestionamientos con respecto a la utilidad de
los NAAT en la clinica. Por ejemplo, si bien la deteccién de los genes usualmente
correlaciona con la presencia de enfermedad, esto no es siempre cierto porgue las toxinas
no necesariamente se expresan. Ademas, existen reportes de cepas virulentas que
carecen de tcdA (B. Wang, Peng, Zhang, & Su, 2018) o cdtAB (Marvaud, Quevedo-
Torres, Eckert, Janoir, & Barbut, 2019), y dado que el tipo de cepas causantes varia en el

tiempo y el espacio, es necesario revalidar los NAAT constantemente.

C. difficile es una especie genéticamente heterogénea y su eficiente tipificacion es critica
para el analisis epidemioldgico, particularmente durante los brotes (Awad et al., 2014).
Este tipo de analisis también es requerido para diferenciar entre cepas circulantes, cepas

nuevas y variantes.

Se han aplicado una serie de métodos de tipificacion a C. difficile, sin que alguno

predomine como estandar de oro, a saber:

a) La electroforesis de campo pulsante (PFGE, del inglés “pulsed-field gel
electrophoresis”), que fue uno de los primeros métodos de tipificacion disponibles,

sin embargo, presenta poca capacidad de discriminacion.

b) El ribotipado, que se basa en la identificacion de patrones de secuencias
localizadas entre los operones ribosomales y que ha sido particularmente utilizado
en Europa y muestra una alta capacidad discriminatoria, pero poca

reproducibilidad.



c) Latipificacion por secuencias multilocus (MLST, del inglés “multilocus sequence
typing”), en la que se secuencian seis o siete genes conservados y los alelos se
comparan contra los depositados en bases de datos curadas (Peng et al., 2018).

d) Mas recientemente, el bajo costo por base de los nuevos métodos de
secuenciacion masiva (NGS, del inglés “next generation sequencing”) y avances
computacionales ha permitido la comparacion de miles de genomas y la
consecuente clasificacion de C. difficile en 8 clados (Janezic, Potocnik, Zidaric, &
Rupnik, 2016).

Prevencién y control de las CDI a nivel hospitalario:

Las estrategias de manejo de las CDI se centran en la prevencidn primaria o de
recurrencia (Khanna & Gerding, 2019). El documento para la prevencién de CDI en
escenarios de atencion médica aguda elaborado por la Sociedad Europea de
Microbiologia Clinica y Enfermedades Infecciosas (ESCMID, del inglés “European Society
of Clinical Microbiology and Infectious Diseases”) establece que restricciones en el uso de
antibidticos reducen la incidencia de CDI en condiciones de brote y/o endémicas
(Tschudin-Sutter et al., 2018). De forma similar, las guias de préactica clinica para CDI en
adultos y nifios elaboradas por la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas
(IDSA, del inglés “Infectious Diseases Society of America”) y la Sociedad para la
Epidemiologia de la Atencion Médica de América (SHEA, del inglés “Society for
Healthcare Epidemiology of America”) recomiendan minimizar la frecuencia y duracion del
uso de antibiéticos de alto riesgo, asi como el nimero de agentes antibiéticos prescritos,

para reducir el riesgo de CDI (McDonald et al., 2018).

Es probable que la resistencia a ciertos antibiéticos que algunas cepas de C. difficile han
adquirido sea importante para explicar la ocurrencia de brotes a nivel local, y se relacione
con el buen o mal uso de los antibioticos en dichas regiones, como se evidencia con el
caso del ribotipo 027 en Inglaterra (Wieczorkiewicz et al., 2015). De esta manera, es
importante que los programas de vigilancia del uso de antibiéticos dispongan de los
recursos necesarios para llevar un adecuado control, para eventualmente prever la
aparicion de cepas resistentes de C. difficile que podrian causar brotes de CDI. Los
gastos incurridos en la vigilancia se pueden justificar a nivel de salud publica, pues el

mantenimiento de una buena vigilancia tiene efectos positivos como reduccion en efectos



adversos, incremento en susceptibilidad y mejora en la resolucion de los pacientes
(Barlam et al., 2016).

Mudltiples recomendaciones propuestas por las guias anteriormente mencionadas se
relacionan con evitar la propagacion del agente causal en los centros de salud. Las
manos del personal contaminadas con esporas, asi como la contaminacién ambiental, son
probablemente los medios que facilitan este proceso, por lo que la limpieza y
precauciones por contacto (“‘contact precautions”) son de suma importancia para mitigar el
riesgo de contagio en los centros hospitalarios (McDonald et al., 2018). De esta forma, es
recomendable que los pacientes con CDI se mantengan en cuartos privados con, de ser
posible, un bafio independiente. El equipo de proteccién personal (guantes y batas
desechables) representa una barrera critica para prevenir la transmision de esporas entre
pacientes y el personal de salud, por lo que se recomienda su uso desde antes de entrar
en contacto con pacientes con CDI o su ambiente (Napolitano & Edmiston, 2017).
Ademaés de lo anterior, la buena higiene de manos se considera una piedra angular en la
prevencion de la transmision de la CDI, recomendandose el lavado con agua y jabdn,
dado que las esporas de C. difficile son altamente resistentes al alcohol (Tschudin-Sutter
et al., 2018). El equipo utilizado para el tratamiento del paciente y el espacio fisico donde
este se encuentra, es frecuentemente contaminado con esporas de C. difficile, por lo que
se recomienda el uso de equipo desechable y la desinfeccién profunda del equipo
reutilizable y cuartos donde se trata a los pacientes con CDI (Napolitano & Edmiston,
2017).

Los pacientes sintomaticos para CDI son mas propensos a contaminar el medio y a otras
personas que los asintomaticos, por lo tanto, el tratamiento temprano es de suma
importancia para controlar la transmisién de esta enfermedad (Tschudin-Sutter et al.,
2018). Dado que el tratamiento debe ser administrado a los pacientes una vez confirmado
el diagnostico (Debast, Bauer, & Kuijper, 2014), es importante contar con métodos de

diagnostico rapidos, certeros y accesibles que permitan una intervencién temprana.

El control de la CDI también se logra a través de una vigilancia epidemioldgica estricta,
con el objetivo de comparar las tasas de incidencia y detectar posibles brotes de la
enfermedad en sus estados iniciales, de forma tal que se puedan redoblar los esfuerzos
descritos anteriormente para controlarlos de manera oportuna (Tschudin-Sutter et al.,
2018). Las guias de E.E.U.U recomiendan llevar una vigilancia minima reportando los

casos de CDI de advenimiento en el centro de salud (“healthcare facility-onset”), definidos



como aquellos eventos suscitados luego del tercer dia de internamiento. También es
recomendable el monitoreo de los casos con advenimiento en la comunidad asociados a
centros de salud, es decir, aquellos que ocurren en el transcurso de 28 dias luego de la
salida de un centro hospitalario (McDonald et al., 2018). Es crucial que las tasas de
incidencia sean comunicadas efectivamente a los directores o coordinadores, para que
ante un eventual aumento se asegure el acatamiento de las medidas de control de

infeccién, o el incremento de estas.

En Costa Rica, el Sistema de Vigilancia Epidemioldgica monitorea la incidencia de las
Infecciones Asociadas a la Atencion en Salud, que incluyen la CDI. Las medidas de
control para brotes de esta enfermedad son similares a las descritas en las guias
anteriormente citadas, e incluyen medidas de aislamiento por cohorte, restriccion de
personal y visitas en las zonas de aislamiento, uso estricto de equipo de proteccién
personal, limpieza y desinfeccién de la zona de aislamiento, desinfeccién de ropa
contaminada y manejo apropiado de desechos bioinfecciosos y restriccion de
medicamentos (Mairena-Morera, 2014).

El manejo clinico inicial de la CDI normalmente implica la descontinuacion del uso de
antibidticos (McDonald et al., 2018). Los antibidticos contindan siendo el tratamiento usual
para la CDI. Tipicamente se ha utilizado vancomicina y metronidazol como métodos de
tratamiento. Mas recientemente se ha afiadido el uso de fidaxomicina como alternativa al
uso de vancomicina. En casos de recurrencia se suele utilizar vancomicina si la infeccion
anterior fue tratada con metronidazol, mientras que, si se utilizé vancomicina en la primera
infeccion, para la segunda se suele utilizar vancomicina por pulsos o fidaxomicina
(Khanna & Gerding, 2019).

Existen otras terapias para el tratamiento de CDI, sin embargo, su uso es limitado a
ciertos casos. Por ejemplo, anticuerpos monoclonales anti-toxina B (bezlotoxumab) han
demostrado ser Utiles para prevenir la recurrencia de CDI en pacientes de riesgo
(mayores de 65 afios, historial previo de CDI, inmunocomprometidos, etc) (Gerding et al.,
2018). Ademas, también existen trasplantes de microbiota fecal para restaurar la
microflora normal intestinal en pacientes con CDI, sin embargo, su uso se suele restringir

a pacientes con recurrencia multiple (McDonald et al., 2018; Peng et al., 2018).



Epidemiologia de las CDI:

En los dltimos 10-15 afios, las principales cepas responsables de brotes de CDI han sido
las del ribotipo 027/patron de electroforesis NAP1 (Robinson, Auchtung, Collins, & Britton,
2014). Su mayor capacidad epidémica se ha asociado a su resistencia aumentada a las

fluoroquinolonas (Spigaglia et al., 2008), asi como a su capacidad de sobreproduccién de

toxinas (McDonald et al., 2005) y esporas (Akerlund et al., 2008), entre otros factores.

El primer andlisis genético de la poblacion y relacion filogenética de C. difficile fue
realizado por Lemee y colaboradores en 2004 (Lemee, Dhalluin, Pestel-Caron, Lemeland,
& Pons, 2004), usando MLST (ST, del inglés “Sequence Type”). En este estudio se
identificaron 34 secuencias tipo de MLST entre 72 cepas, las cuales se distribuian a su
vez en tres clados, que no se asociaban a huéspedes ni zonas geograficas especificas.
Estudios adicionales de comparacion de genoma completo han confirmado esta
organizacion cladistica, y a la fecha se cuentan 5 clados numerados del uno al cinco, y
tres clados cripticos denominados C-I, C-1l'y C-III.

El clado mas heterogéneo es el Clado 1, que incluye al menos 200 STs. Este clado
incluye ademas varias cepas de importancia clinica en Europa, como los ribotipos 014
(ST-2), 002 (ST-8), 001 (ST-3), entre otros. El Clado 2 es el segundo mas heterogéneo,
con 61 STs, e incluye los ribotipos epidémicos 027 (ST-1), 176 (ST-1) y 244 (ST-41). El
Clado 3 incluye 13 STs diferentes, de los cuales el mas representativo es el 023 (ST-22).
El Clado 4 se asocia con cepas de ribotipo 017 (ST-37), las cuales poseen la
particularidad de poseer toxina B, pero no asi la A. El miembro mas conocido del Clado 5
es el ribotipo 078 (ST-11), el cual en los dltimos 10 afios ha emergido como causante de
CDI en humanos, a pesar de anteriormente ser reconocido como un patégeno de

animales (Janezic, Garneau, & Monot, 2018).

Recientemente se han descrito cepas toxigénicas en el Clado C-I (Monot et al., 2015;
Ramirez-Vargas et al., 2018). Los Clados C-Il y C-lll fueron definidos al analizar muestras
ambientales, y s6lo aparecen esporadicamente en muestras clinicas, por lo que se
supone que el habitat natural de sus miembros es el ambiente (Janezic et al., 2018). Es
pertinente agregar ademas que, dada la notable divergencia de estos grupos, se ha

sugerido que podrian corresponder a nuevas especies (Knight et al., 2020).

En los ultimos afios se ha reportado un aumento en la incidencia de CDI en la poblacién
general, con un incremento en los casos de advenimiento comunitario de la enfermedad

(Thornton et al., 2018). Este aumento podria estar relacionado con cambios a nivel de
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ambiente comunitario que favorecen la emergencia de C. difficile en la poblacién general
(Ogielska et al., 2015). Los animales de granja, productos carnicos y otros relacionados
podrian ser un reservorio de cepas toxigénicas de C. difficile (Brown & Wilson, 2018). Se
han identificado cepas toxigénicas en caballos, cerdos, ganado vacuno, asi como en
animales domeésticos como perros y gatos (Weese, 2020) principalmente del ribotipo 078,
asi como de otros ribotipos relacionados con epidemias en seres humanos (014, 027)
(Rabold et al., 2018). Esta evidencia sugiere que existe un importante potencial de
transmision zoondética de la CDI, aunque aun es necesario realizar mas estudios para

comprobar esta hipétesis (Knight & Riley, 2019).

Epidemiologia de las CDI en Costa Rica:

Entre diciembre de 2009 y abril de 2010 se presentd un brote nosocomial de diarrea
asociada a C. difficile en el Hospital San Juan de Dios, reportado inicialmente por un
aumento de casos de 0.3y 0.6 a 2.4 por cada 10000 pacientes/dia. Durante el periodo
total se identificaron 84 casos, para una incidencia de entre 3.1y 6.7 casos por cada
10000 pacientes/dia. El brote fue finalmente declarado controlado en julio de 2010,
gracias a la aplicacion de diversas medidas de higiene intrahospitalarias y restriccion de
uso de antibio6ticos. En su reporte, los autores mencionan que la mayor limitacién del
estudio fue la poca sensibilidad del método diagnéstico utilizado, e indican ademas que el
sistema de vigilancia nosocomial debe mejorar la sensibilidad de los métodos
diagnésticos de C. difficile para prevenir casos futuros (Quesada-Gomez et al., 2010;
Wong-McClure et al., 2012).

En un estudio inicial con 37 aislamientos obtenidos a partir de muestras de este brote se
identificaron nueve patrones de electroforesis de campo pulsante, todos positivos para
tcdA y tcdB, susceptibles a vancomicina y metronidazol. Mas de la mitad de estos
mostraron el patron de macrorestriccion NAP1, los cuales poseian, ademas, alta
resistencia a fluoroquinolonas. También se encontraron aislamientos con patrones NAP2
y NAP9 (Quesada-Gomez et al., 2010). En un estudio subsecuente se identificaron 68
aislamientos de C. difficile obtenidos a lo largo de dos afios en los cuales no se
presentaron brotes de CDI. Interesantemente, en este periodo predominé un genotipo
local designado como NAPcr: (26%) en conjunto con otras 14 cepas tipicamente
asociadas a infecciones intrahospitalarias (i.e. NAP2, NAP4 y NAPG6), asi como 8

genotipos nuevos. En este periodo no se aislaron cepas NAP1, y se encontraron 7 cepas
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no toxigénicas a partir de las muestras de heces de los pacientes analizados (L6pez-
Urefia et al., 2016).

Mas recientemente se ha demostrado que aislamientos de la cepa NAPcr1 Se caracterizan
por ser multirresistentes a los antibiéticos. Esta resistencia puede ser al menos
parcialmente explicada por la presencia de mutaciones en gyrA y rpoB y la presencia de

genes adquiridos en diversos elementos maviles (Ramirez-Vargas et al., 2017).

Un ultimo hallazgo reciente con respecto a C. difficile en nuestro pais fue la identificacion
de tres aislamientos pertenecientes al Clado C-I en muestras de heces de pacientes
humanos diarreicos. Estas cepas escapan pruebas diagndsticas basadas en PCR e
inmunoldgicas comunmente utilizadas en laboratorios clinicos, ademas de que
representan nuevos ribotipos, tipos de electroforesis de campo pulsante y STs. Contienen,
ademas, Palocs atipicos, localizados en moléculas extracromosomales circulares, y
variantes en las secuencias de CdtA y CdtB con respecto a la cepa de referencia R20291.
A pesar de lo anterior, uno de estos aislamientos mostro efectos citotoxicos y mortalidad
en hamsteres similares a los causados de una cepa NAP1 epidémica (Ramirez-Vargas et
al., 2018).

Pangendmica y secuencias firma:

El llamado pangenoma de una especie bacteriana esta compuesto por el genoma central
(core genome), que incluye los genes responsables de funciones basicas de la biologia de
la especie y es compartido por todas las cepas conocidas de la misma, y el genoma
accesorio o dispensable, que contiene genes adaptativos para su nicho y es especifico de
una cepa o grupo de cepas (Chaudhari, Gupta, & Dutta, 2016). C. difficile se caracteriza
por poseer un pangenoma amplio y abierto, con una gran cantidad de genes accesorios y
un componente central pequefio (Elliott et al., 2017). Asi, las cepas de C. difficile pueden

diferir de forma sustancial en su contenido génico.

Las secuencias firma (en inglés “signature sequences”) son secuencias de longitud
variable especificas para una especie, cepa, o0 grupo particular de estas (Karimi & Hajdu,
2016). Su presencia correlaciona con la identidad del taxdn de interés, por lo que tienen
un valor diagndstico. Este concepto ha sido explotado en el desarrollo de métodos de

deteccion basados en amplificacion o hibridaciéon de ADN, o bien, el reconocimiento de
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péptidos o proteinas con anticuerpos o aptdmeros para bacterias de interés clinico (Hung,
Nagamine, Li, & Lo, 2012; Nagamine, Hung, Li, & Lo, 2015; Phillippy et al., 2007).

Aportes de la gendmica al estudio y manejo en enfermedades infecciosas:

La disminucién del costo de la secuenciacién de genomas y la disponibilidad de genomas
completos en bases de datos publicas han revolucionado el campo de las enfermedades
infecciosas. La genémica microbiana ha permitido el disefio de ensayos diagndésticos
basados en herramientas moleculares como la PCR. Estos ensayos no solo permiten
muchas veces la deteccion e identificacion de patdogenos directamente en matrices
complejas, sin necesidad de realizar cultivo (Logares et al., 2012), sino que también
posibilitan la seleccion de diferentes blancos segun su objetivo.

La deteccion de microorganismos por PCR en especimenes clinicos ha sido utilizada por
un tiempo considerable, en parte por su capacidad de identificar microorganismos dificiles
de cultivar en el laboratorio. Si bien inicialmente los blancos para estos ensayos se
determinaban empiricamente, hoy en dia es factible disefiar ensayos especificos para
secuencias presentes en un microorganismo o grupo particular, gracias a la gran cantidad
de genomas de especies bacterianas disponibles en bases de datos publicas y la
accesibilidad de las aplicaciones bioinformaticas necesarias para lograr tal fin.
Actualmente existen varios ensayos y tecnologias comercialmente disponibles para la
deteccién de microorganismos patégenos basados en PCR, tales como SeptiFast
(Roche®) (Korber et al., 2017), el cual permite la identificacion simultanea de una
importante variedad de microorganismos en sangre, y GeneXpert, que ha sido
recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud para el diagnéstico de tuberculosis

(Saeed et al., 2017), solamente para citar dos ejemplos.

Ademas del disefio de nuevos métodos de deteccion de patdgenos, la disminucién en el
costo de la secuenciacion de genoma completo ha posibilitado el desarrollo y aplicacién
de métodos de genotipado basados en esta metodologia, siendo el analisis de MLST el
mas comunmente utilizado actualmente. El sitio web PubMLST.com lista alelos y STs de
mas de 100 especies microbianas, muchas de importancia clinica, como C. difficile,
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, permitiendo la caracterizacién genotipica de
aislamientos de interés a partir de los datos de secuenciacion (Jolley, Bray, & Maiden,
2018).
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La secuenciacion de genoma completo posibilita también la deteccion de marcadores
genéticos de interés clinico, tales como factores de virulencia y genes relacionados con
resistencia a antibidticos, lo cual puede ser relevante para el manejo de un paciente o de

posibles brotes (Fournier, Dubourg, & Raoult, 2014).

El reciente aumento en la cantidad de genomas completos depositados en bases de datos
publicas ha permitido la ejecucion de estudios de pangendmica, que permiten, por
ejemplo, determinar cuéles genes del genoma se comparten entre distintas cepas de
interés y cudles estan presentes Unicamente en algunos grupos. Este tipo de estudio
aplicado a microorganismos de interés clinico ha repercutido en la identificacién de
nuevos blancos para el desarrollo de vacunas, terapias y métodos de diagnéstico (Anani,
Zgheib, Hasni, Raoult, & Fournier, 2020).
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Capitulo II: Justificacion, hipétesis y objetivos

Justificacion:

El uso de métodos de diagndstico sensibles, sencillos y rapidos es vital para iniciar el
tratamiento y evitar la diseminacién de C. difficile dentro y fuera de los centros
hospitalarios. Los métodos moleculares existentes estan disefiados principalmente para
detectar las cepas tipicamente descritas como virulentas (p. ej. NAP1/027/ST01) y se
enfocan primordialmente en elementos del PaLoc, lo que excluye una gran parte de la
poblacién de C. difficile que podria estar presente en algunos pacientes. Un ejemplo de
ello son las cepas Clado C-I con potencial patogénico que se han detectado por cultivo en
pacientes costarricenses con CDI, ya que sus genomas y genes del PaLoc son altamente
divergentes (Ramirez-Vargas & Rodriguez, 2020).

Este proyecto pretende identificar secuencias firma de cepas del Clado C-I mediante
gendmica comparativa y usarlas en el disefio de un método de identificacion por PCR
cuantitativa en tiempo real (QPCR) mas exhaustivo que los disponibles hoy en dia
comercialmente. Este abordaje se escogioé porque el gqPCR es ampliamente usado en los
laboratorios clinicos y porque su implementacion podria simplemente implicar la adicién

de un par adicional de oligonucleétidos a las reacciones usuales.

Ademas de la relevancia diagnéstica de este esfuerzo, la identificacion de secuencias
firma contribuiria al poco conocimiento que se tiene sobre las cepas del Clado C-I, ya que
potencialmente permitiria identificar genes relacionados con su anticipada inusual biologia

y facilitaria su estudio epidemioldgico.

Se pretende que el método detecte C. difficile de Clado C-1 en heces y cultivo, por lo que
podria utilizarse tanto en la clinica como fuera de centros hospitalarios, como por ejemplo,
en estudios de veterinaria o microbiologia ambiental para indagar sobre los casos
comunitarios y el posible componente zoon6tico de esta enfermedad (Janezic et al., 2016;
Knetsch et al., 2018).
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Hipdtesis:
Las cepas de Clostridioides difficile que pertenecen al Clado C-I poseen secuencias

nucleotidicas exclusivas susceptibles de ser amplificadas diferencialmente por qPCR a

partir de cultivos o heces.

Objetivo general:

e Disefar un método de diagnéstico molecular para cepas del Clado C-I de
Clostridioides difficile basado en secuencias firma identificadas mediante

pangenomica.

Obijetivos especificos:

I.  Utilizar pangendmica para identificar secuencias firma en el Clado C-I de C.
difficile.

Il.  Disefiar un método basado en gPCR que posibilite la deteccion de cepas del
Clado C-I de C. difficile en cultivo y heces.
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Capitulo lll: Metodologia

Genomas:

En el presente proyecto se incluyeron 77 genomas calidad “draft”, distribuidos en un grupo
de inclusiéon compuesto por 10 cepas de C. difficile del Clado C-1y un grupo de exclusion
compuesto por 67 genomas de C. difficile pertenecientes a los Clados 1-5.
Especificamente, 40 del Clado 1, 7 del Clado 2, 6 del Clado 3, 8 del Clado 4 y 7 del Clado
5 (ver Anexo 1). Cinco de los genomas del grupo de inclusion fueron secuenciados y
ensamblados en el Laboratorio de Investigacion en Bacteriologia Anaerobia (LIBA) de la
Universidad de Costa Rica, los cuales corresponden a cepas toxigénicas del Clado C-I
aisladas en Costa Rica entre los afios 2014 y 2017 a partir de heces de pacientes
diarreicos (Ramirez-Vargas et al., 2018). Los 72 genomas restantes fueron ensamblados
a partir de reads de lllumina pareados descargados usando el NCBI SRA Toolkit
(Leinonen, Sugawara, & Shumway, 2011). Estos genomas corresponden a aislamientos
del Reino Unido y Australia obtenidos entre los afios 2005 y 2012 y reportados por Dingle
y colaboradores en un estudio de historia evolutiva del PaLoc (Dingle et al., 2014).

Se emplebé KmerGenie ver. 1.7049 (Chikhi & Medvedev, 2014) para evaluar la mejor
longitud de k-mer tedrica para ensamblar de novo cada juego de reads, usando
subgrupos de 5 genomas segun la longitud de read. Este software estima la longitud de k-
mer ideal para un ensamblaje de novo (Chikhi & Medvedev, 2014). Los reads fueron
ensamblados usando SPAdes (3.12.0) (Bankevich et al., 2012) en el modo
predeterminado para genomas procariotas y usando la longitud de k-mer calculada
usando KmerGenie, en ambos casos habilitando el método de correccion de reads
BayesHammer con scaffolding. Este software utiliza gréaficos de Bruijn multilongitudinales,
ademas, posee un paso de ensamblaje iterativo, de forma tal que permite aproximar la
longitud de k-mer mas apropiada de forma automética. Incluye ademas un médulo de
correccion de reads de lllumina (BayesHammer) y un corrector de errores de
apareamiento. Es apropiado para el ensamblaje de genomas pequefios y se ha
demostrado que genera N50 superiores a otros ensambladores manteniendo una alta
cobertura genémica (Bankevich et al., 2012). En este contexto, el valor N50 es una
mediana ponderada, de forma tal que 50% del ensamblaje total esta contenido en contigs

o0 scaffolds de tamafio igual o0 mayor a este valor.
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La calidad de los genomas ensamblados fue analizada utilizando la herramienta QUAST
(Gurevich et al., 2013) con las cepas C. difficile 630, R20291, VL-0391, M68, y M120
como referencias para las cepas pertenecientes a los Clados 1, 2, 3,4y 5,
respectivamente. Se eliminaron ensamblajes con una longitud menor a 3,8 Mbp, pues
esta corresponde a la menor longitud esperable para C. difficile y se eligio el mejor
ensamblaje para cada cepa segin mayor N50 y menor L50, donde L50 corresponde a la
cantidad de secuencias necesarias para alcanzar el N50. Los valores de N50 obtenidos
fueron comparados con los reportados originalmente en el trabajo de Dingle y
colaboradores (Dingle et al., 2014), obteniéndose solo 4 ensamblajes con menor valor.
Estos ensamblajes fueron aun asi conservados para mantener la homogeneidad en el

tamanfo del set de datos.

Los ensamblajes escogidos fueron anotados con Prokka (1.14.6) (Seemann, 2014)
usando una base de datos de proteinas pertenecientes a las anotadas en el genoma de la
cepa C. difficile 630 (AM180355), dado que estas han sido curadas manualmente por el
Instituto Sanger. Prokka coordina varias herramientas que permiten anotar secuencias
codificantes para proteinas y ARN no codificantes, incluyendo Prodigal, RNAmmer,

Aragorn, SignalP e Infernal (Seemann, 2014).

Gendmica comparativa:

Con el fin de verificar la designacion cladistica de las cepas incluidas en el analisis, se
realizé un alineamiento de genoma core con Roary (Page et al., 2015), del cual se
extrajeron los sitios variables para construir un alineamiento Clustal Omega y un
dendrograma con SeaView (Gouy, Guindon, & Gascuel, 2010), el cual fue visualizado y
editado en TreeGraph 2 (Stover & Miller, 2010). Asimismo, se determinaron los valores
de identidad nucleotidica promedio (ANI) por pares entre todas las cepas de ambos
grupos usando FastANI (Jain, Rodriguez-R, Phillippy, Konstantinidis, & Aluru, 2018).

Identificacidon de secuencias firma:

Para determinar las secuencias firma de las cepas Clado C-I se utilizaron tres técnicas: a)
GWAS, b) procesos automatizados basados en referencia y pareo de k-mer y c) andlisis

pangenomicos.
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Para llevar a cabo los estudios de asociacién genética 0 GWAS (Falush, 2016) se
utilizaron los programas DBGWAS, TreeWAS y Roary/Scoary. DBGWAS realiza GWAS
basado en k-mer extendidos y graficos de Bruijn compactados. Durante el proceso, los
nodos del grafico se prueban por asociacidén con la caracteristica de interés (en este caso,
pertenecer al grupo de inclusion). La salida consiste en regiones del grafico que contienen
nodos significativamente asociados con la caracteristica de interés, a decir, pertenencia al
Clado C-I) (Jaillard et al., 2018). Dada la sobre-representacién de cepas del Clado 1y la
cantidad de k-mer significativos esperados, se realizé un primer analisis exploratorio con
opciones predeterminadas, y uno posterior usando SFF (significant features filter)=70, nh
(neighbourhood)=3, k=47 y maf (minor allele frequency)=0,0014, pretendiendo que los

componentes resultantes tuvieran menos nodos y fueran mas sencillos de visualizar.

Roary es una herramienta que construye pangenomas e identifica genes accesorios a
partir de las secuencias codificantes de un grupo de genomas. Usando BLASTp, CD-HIT
y agrupamiento por MCL, este software construye un grafico con la relacion de grupos de
genes ortdlogos y paralogos y una tabla de presencia/ausencia de estos genes en los
genomas analizados (Page et al., 2015). Esta informacion es usada por Scoary para
hacer un “pan-GWAS”, en donde cada gen candidato en el genoma accesorio se puntea
segun su correlacion aparente con una caracteristica (en este caso, pertenecer al grupo
de inclusion). Aquellos genes que pasan el primer cribado son reanalizados incorporando
la informacion de la estructura filogenética de la muestra, infiriendo la estructura

poblacional a partir de los datos (Brynildsrud, Bohlin, Scheffer, & Eldholm, 2016).

La tabla de presencia/ausencia generada por Roary fue utilizada para realizar un tercer
analisis con TreeWAS (Collins & Didelot, 2018), el cual utiliza un acercamiento al GWAS
basado en arboles filogenéticos, midiendo la asociacién estadistica entre una
caracteristica de interés y el genotipo de todos los loci, identificando asociaciones
significativas y corrigiendo por el efecto de poblacion clonal. Roary, Scoary y TreeWAS
fueron empleados con las opciones predeterminadas usando los mismos grupos de

inclusién y exclusion.

Adicionalmente, para identificar las secuencias firma de forma automatizada se utiliz6 la
herramienta Neptune, que identifica k-mers conservados en el grupo de inclusion y
ausentes en el de exclusion. Las secuencias encontradas son evaluadas Yy filtradas
realizando un analisis de especificidad utilizando alineamientos en parejas. Aquellas

secuencias que pasan este filtro son clasificadas segun su puntuacion de especificidad y
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sensibilidad, usando rangos de confianza (Marinier et al., 2017). Se utilizaron los grupos
de inclusidn y exclusibn mencionados anteriormente, especificando que las secuencias
extraidas estuvieran presentes en todos los genomas de inclusiéon, ausentes en todos los

genomas de exclusién, y que fueran al menos de 200 pares de bases.

Para la identificacion de secuencias mediante andlisis pangendmico se utilizé el flujo de
trabajo para pangendmica de Anvi'o (Delmont & Eren, 2018; Eren et al., 2015). Este
procedimiento genera una base de datos gendmica que almacena las secuencias
nucleotidicas y aminoacidicas, asi como las anotaciones funcionales para cada gen en el
genoma de ambos grupos incorporados en el andlisis, para luego computar un
pangenoma a partir de conglomerados de genes. El pangenoma obtenido permite
visualizar los conglomerados de genes presentes 0 ausentes en los distintos grupos de
genomas. Anvi'o se uso6 habilitando la opcién de evaluacién de funcién COG (del inglés
“clusters of orthologous groups of proteins”) (Tatusov, Galperin, Natale, & Koonin, 2000).
Se corri6, ademas, un andlisis de enriquecimiento funcional entre los grupos de inclusion
y exclusion, y manualmente se identificd un bin con conglomerados de genes presentes

exclusivamente en el grupo de inclusion.

Se determiné manualmente la concordancia entre las secuencias firma identificadas con
Scoary y TreeWAS, verificando sus valores de p, sensibilidad y especificidad.
Posteriormente las secuencias identificadas con ambos métodos fueron revisadas contra
las identificadas en el bin exclusivo reportado por Anvi’'o, extrayendo manualmente la
secuencia aminoacidica de Anvi'o, encontrando la secuencia en el genoma anotado,
extrayendo su identificador Unico, y verificando en la salida consolidada de Scoary y
TreeWAS.

El flujo de trabajo comentado en esta seccién se resume en la Figura 2.
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Figura 2. Esquema resumen de la metodologia utilizada para identificar las posibles secuencias firma. Se representan en azul los

Alineamiento
genoma core

grupos de inclusién y exclusion, en verde los programas empleados, y en celeste sus salidas.
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Disero de oligonucleétidos cebadores:

Las secuencias firma identificadas con los métodos anteriormente descritos fueron
comparadas segun especificidad, sensibilidad, y cantidad de métodos que las
identificaron. Las mejores secuencias fueron filtradas usando la base no redundante
del NCBI con BLASTN, eliminando aquellas que tenian alta identidad con secuencias
de ADN de otras especies o0 con secuencias de cepas de C. difficile no pertenecientes
al Clado C-I (E-value<1, bit score > 40).

Se utilizé Primer-BLAST (Ye et al., 2012) para disefiar juegos de oligonucleétidos
cebadores que amplificaran por PCR 11 presuntas secuencias firma del grupo de
inclusion, identificadas tal y como se detall6 en el apartado anterior. Se conservaron los
parametros predeterminados de esta aplicacion, salvo aquellos relacionados con
especificidad de los pares de oligonucleétidos, para los cuales se usé la base de datos
Refseq con genomas de Homo sapiens, Clostridia (NCBI taxid:186801) y Firmicutes
(NCBI taxid:1239), considerando que se realizaron amplificaciones en presencia de
ADN humano y en heces humanas. Se procur6 que estas secuencias fueran
compatibles con el sistema multiplex descrito por Miller y colaboradores (2010), el cual
es recomendado para el diagnéstico de CDI a partir de muestras de heces. Este
método utiliza ADN extraido a partir de cultivos de C. difficile aislados a partir de heces
previamente en dos ensayos de PCR multiplex con cebadores para los genes cdtB,
tcdA, tcdB, tcdC y tpi. En este contexto, mientras que los cebadores para tcdA, tcdB y
cdtB permiten categorizar las cepas de acuerdo a las toxinas que contienen, los
cebadores para el gen tpi amplifican un fragmento especifico presente en el genoma
de todas las cepas conocidas de C. difficile, por lo que permiten detectar cepas no

toxigénicas (Lemee et al., 2004).

Los pares de oligonucledtidos cebadores sugeridos por el software fueron clasificados
segun los siguientes parametros: a) Tm mas cercano a 60 °C, b) largo del producto
entre 70 y 170 pares de bases, c) contenido GC entre 40% y 60%, d) ausencia de
autocomplementariedad, particularmente en el extremo 3’ (en este caso la
autocomplementariedad representa la tendencia de los cebadores a alinearse con el
otro, sin necesariamente favorecer amplificacion del dimero, mientras que la
autocomplementariedad 3’ representa la tendencia de que se generen dimeros de
cebadores que se amplifiquen). Posteriormente, para los siete mejores pares se

determind in silico la posible existencia de estructuras secundarias en el amplicén y sus
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caracteristicas termodinamicas (Markham & Zuker, 2005), asi como las de su
hibridacion y posible heterogeneidad en sus sitios de unién al ADN de las cepas del
grupo de inclusion (mediante alineamiento Clustal Omega). A partir de esta informacion
se seleccionaron los cuatro mejores pares, los cuales se sintetizaron comercialmente

(servicio de Macrogen, Korea).

Dado que los oligonucléotidos del parrafo anterior no tienen como blanco ninguna de
las toxinas requeridas para causar enfermedad, también se disefiaron pares de
oligonucleétidos cebadores para los alelos del gen tcdB detectados entre las cepas
toxigénicas del grupo de inclusién, segun lo descrito para los disefiados para las

secuencias firma. El mejor par fue también sintetizado en Macrogen, Korea.

Estandarizacion y validacion de la PCR:

Los cebadores para amplificar las secuencias firma fueron inicialmente probados en un
ensayo de PCR punto final. Para tal fin se usé utilizando ADN gendmico extraido con el
kit DNEasy tissue kit (Qiagen) a partir de cultivos de cuatro cepas de C. difficile
pertenecientes al Clado C-I (identificadas como LIBA-6622, LIBA-6625, LIBA-6822 y
LIBA-7602), ocho cepas de otros clados de C. difficile, identificadas como NAP7,
NAP1, A-B+, dos Clado 1 identificadas como LIBA-5755 y LIBA-6291, una Clado 2
identificada como LIBA-5757, una Clado 3 identificada como LIBA-7110 y una Clado 4
identificada como LIBA-6279), dos de C. perfringens (identificadas como SM101 y
LIBA-8327), una de C. filamentosum (ATCC 25785), una de C. botulinum (identificada
como A2), y una de Bacteroides thetaiotaomicron (ATCC 29741). La amplificacion se
realizé con una concentracion de ADN entre 0,065 ng/uL y 1,17 ng/uL, 0,3 ul de
oligonucleétido cebador forward y reverso en concentracion final de 0,15 uM, 10 ul de
PowerUpTM SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems) y agua libre de nucleasas
para PCR, para un volumen final de 20 pl. El perfil de amplificacién incluyé los
siguientes pasos: a) preincubacion de 2 minutos a 50 °C seguidos de 2 minutos a 95
°C; b) 40 ciclos de amplificacién, cada uno con 15 segundos a 95 °C, 15 segundos a 60
°C y 1 minuto a 72 °C. Luego de la amplificacién, 5 pl del producto de cada reaccién
fueron cargados con 2 ul de buffer de carga con GelRed® en geles de agarosa al 1,5%
en TAE 0,5X, y corridos por 45 minutos a 100 V.

Luego de comprobar que los oligonucledtidos disefiados amplificaban las secuencias

firma en las cepas del grupo de inclusion, se procedi6 a realizar pruebas en un equipo
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de gPCR LightCycler480 (Roche®). Para un primer ensayo se utilizaron cuatro cepas
de C. difficile del Clado C-I (LIBA-6622, LIBA-6822, LIBA-7602 y LIBA-7194), cuatro
cepas C. difficile pertenecientes a otros clados (LIBA-5755, LIBA-5755, LIBA-6291 y
LIBA-7110), y una cepa de C. perfringens (LIBA-8327). En estos primeros ensayos se
utilizaron volumenes iguales a los presentados en la PCR anteriormente presentada.
Se empleb el siguiente perfil térmico: a) preincubacién de 5 minutos a 95 °C; b) 45
ciclos de amplificacién, cada uno con 10 segundos a 95 °C, 15 segundos a 60 °C y 20
segundos a 72 °C con adquisicién sencilla; c) andlisis de melting de 65 °C a 97 °C.

Seguidamente se realizaron ensayos de qPCR con los mismos oligonucle6tidos
cebadores y ADN extraido de heces humanas de pacientes diarreicos negativos para
C. difficile, con el fin de comprobar que la ausencia de amplificacion en ausencia de
ADN de cepas del grupo de inclusion. Para tal fin, se tomé la cantidad de heces que
guedaba unida a un hisopo estéril y se disolvié en 1 ml de medio amies liquido
(Hubbard, Pellar, & Emanuel, 2011). Se extrajo el ADN gendémico total a partir de 200
ul de las heces diluidas usando un instrumento MagNA pure-12 segun las instrucciones
del fabricante (Roche®), con un volumen de eluido de 50 pl, con y sin pretratamiento
con proteinasa K, e incubacién a 65 °C sin agitacion por 10 minutos. EI ADN extraido
fue cuantificado por fluorometria en un equipo Qubit (Invitrogen) y utilizado para un
ensayo de PCR tiempo real segun se describidé anteriormente, modificando los
volimenes de ADN agregado de forma tal que el volumen final de la reaccidn tuviera

una concentracion final de ADN gendmico igual a 1,5 ng/ul.

También se realiz6 un ensayo para comprobar si la adicion de ADN de cepas del Clado
C-I a heces de pacientes diarreicos negativos por C. difficile daba lugar a la
amplificacion de los productos esperados en otro ensayo de qPCR. Esto con los
mismos oligonucledétidos cebadores y condiciones descritas. Para tal fin se tom6 1 ml
de cuatro muestras de heces de pacientes diarreicos colectadas y diluidas (ver arriba),
a las cuales se le agregaron diferentes volimenes de ADN gendmico extraido a partir
de cultivos de cepas Clado C-I (LIBA-7194, LIBA-6822, LIBA-7602, LIBA-6622), de
forma que cada muestra de heces recibiera 9-12 ng de ADN. Posteriormente se realizé
una extraccion de ADN gendmico de las heces inoculadas en un instrumento MagNA
pure 12 (Roche®), sin realizar pretratamiento. Este ADN extraido fue cuantificado y
utilizado para un ensayo de gPCR utilizando los oligonucleétidos cebadores en el

mismo instrumento LightCycler480 (Roche®), el perfil de temperatura arriba descrito y
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ajustando los volimenes de ADN afiadido de forma tal que cada reaccion tuviera una

concentracion de ADN de entre 1,15 ng/ul y 1,25 ng/pl.

Como ultima prueba para determinar la especificidad y sensibilidad de los
oligonucleétidos disefiados para detectar cepas del Clado C-1 en matrices complejas,
se inocularon heces de un paciente diarreico con cultivos en medio liquido de tres
cepas del Clado C-I (MX-149, MX-152 y SJ312) y dos de otros clados de C. difficile
(LIBA-6533 y LIBA-6538). Para tal fin se mezclaron 750 pl de heces y un volumen igual
del cultivo de alguna de las cepas, sea puro, diluido 1:100 ¢ 1:500 en solucién salina,
para un total de 15 muestras, ademas de una sin inocular, mezclada con solucién
salina en la misma proporcion. A partir de cada muestra se tomaron 500 pl de mezcla,
los cuales fueron tratados con 40 pl de proteinasa K, para, acto seguido, extraer el
ADN gendmico a partir 400 pl de cada una en un equipo MagCore Plus Il (RBC
Bioscience) con un volumen de eluido de 40 pl. EI ADN extraido fue cuantificado
utilizando un fluorémetro Qubit segln las instrucciones del fabricante. Se realiz6 un
ensayo de gPCR para cada muestra de ADN extraido utilizando los oligonucle6tidos
cebadores en un instrumento LightCycler480 (Roche®) utilizando el perfil de
temperatura descrito pero con 45 ciclos de amplificacién y ajustando los volimenes de
ADN afadido de forma tal que cada reaccion tuviera entre 0,97 ng/pl y 3,23 ng/ul de
ADN.

Los oligonucledtidos cebadores para el gen tcdB fueron probados por gPCR usando
ADN genbmico de cuatro cepas toxigénicas de C. difficile del clado C-1 (LIBA-6622,
LIBA-6625, LIBA-6822 y LIBA-7194), seis cepas de otros clados de C. difficile (NAP1,
A-B+, LIBA-5755, LIBA-6291, LIBA-7110 y LIBA-6279), dos de C. perfringens (SM101
y LIBA-8327), una de C. filamentosum (ATCC 25785), una de C. botulinum (identificada
como A2), y una de Bacteroides thetaiotaomicron (ATCC 29741), en concentraciones
de entre 0,054 ng/pl y 2,34 ng/ul de ADN, asi como las heces inoculadas con cultivos
mencionadas anteriormente. La amplificacion se realiz6 con 1 pl de ADN, 0,5 pl de
oligonucledtido cebador forward y reverso en concentracion 10 uM, 10 pl de
PowerUpTM SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems) y completando el volumen
final de 20 pl por reaccion con agua para PCR. Se empled un instrumento
LightCycler480 (Roche®) utilizando las concentraciones de ADN vy el perfil de
temperatura descritos para los otros pares de oligonucleétidos cebadores, pero con 40

ciclos de amplificacion.
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En ensayos de gPCR, el valor de Ct (o Cq) corresponde al nUmero de ciclos de
amplificacion transcurridos cuando la curva de amplificacion alcanza la linea del
umbral, esto es, el momento en que la fluorescencia se hace detectable (Kralik &
Ricchi, 2017). Se selecciond Ct=35 como punto de corte dado que la presencia de una
Unica copia de la secuencia blanco en la reaccidn generaria este resultado (asumiendo
eficiencia de amplificacion del 90%-100%). A partir de los resultados obtenidos en cada
ensayo de PCR, excepto el realizado con ADN extraido a partir de heces de pacientes
diarreicos, se calcularon la especificidad y sensibilidad de los pares de cebadores para
clasificar correctamente una cepa en cultivo puro segun pertenezca o no al Clado C-I, o
en determinar correctamente la presencia o ausencia de una cepa del Clado C-I en una

muestra de heces diarreica.

Estos valores de determinaron segun las ecuaciones (Kralik & Ricchi, 2017):

Sensibilidad = ve
ensibilida =VPTFN

Especificidad = VN
specificida = VN T FP

Donde VP representa la cantidad de verdaderos positivos, VN la cantidad de
verdaderos negativos, FP la cantidad de falsos positivos y FN la cantidad de falsos

negativos.

En los resultados de los ensayos realizados con ADN extraido a partir de cultivos puros
se consider6: i) como verdadero positivo la amplificacién antes del punto de corte de
una reacciéon que contenia ADN extraido a partir de una cepa del Clado C-I, ii) como
verdadero negativo la ausencia de amplificacion antes del punto de corte de una
reaccion que contenia ADN extraido a partir de una cepa que no pertenece al Clado C-
I, iii) como falso positivo la amplificacion antes del punto de corte de una reaccién que
contenia ADN extraido a partir de una cepa que no pertenece al Clado C-1y iv) como
falso negativo la ausencia de amplificacion antes del punto de corte de una reaccion

gue contenia ADN extraido a partir de una cepa del Clado C-I.

Por su parte, en los resultados de los ensayos realizados con ADN extraido de
muestras de heces se considero: i) como verdadero positivo la amplificacion antes del
punto de corte de una reaccion que contenia ADN extraido a partir de heces que
contenian C. difficile del Clado C-I, ii) como verdadero negativo la ausencia de

amplificacion antes del punto de corte de una reaccion que contenia ADN extraido a
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partir de heces que no contenian C. difficile del Clado C-I, iii) como falso positivo la
amplificacion antes del punto de corte de una reaccion que contenia ADN extraido a
partir de heces que no contenian C. difficile del Clado C-1 y iv) como falso negativo la
ausencia de amplificacién antes del punto de corte de una reaccion que contenia ADN

extraido a partir de heces con C. difficile del Clado C-I.

Cuadro II. Resumen de la forma de interpretacion de los ensayos de qPCR

Amplificacion antes del Ausencia de amplificacion
punto de corte antes del punto de corte
Muestra con ADN de C.
- VP FN
difficile Clado C-I
Muestra con ADN de C.
- FP VN
difficile no Clado C-I

Para estimar el limite de deteccion de los dos mejores cebadores disefiados para las
secuencias firma encontradas y el gen tcdB, se prepararon nueve diluciones decimales
seriadas de ADN extraido a partir de un cultivo liquido de una cepa del Clado C-I que
generé amplificacién por gPCR utilizando los métodos descritos arriba (LIBA-7602). Se
realizo un ensayo de qPCR para cada una de estas soluciones y pares de cebadores,
empleando un instrumento LightCycler480 (Roche®) y los perfiles de temperatura
descritos, pero con 35 ciclos de amplificacién y agregando 1uL de cada solucién de
ADN, para generar concentraciones seriadas en las reacciones de entre 0,165 ng/ul y
1,65x10° ng/ul de ADN.




Cebadores secuencias

firma

i)

Tm~60°C
producto 70-170pb
GC 40%-60%
Autocomplementariedad 3'

PCR punto final PCR tiempo real
ADN cultivos (C-I=4; No C-1=12)
ADN heces
ADN cultivos ADN heces sin in?gllragszist)n inoculadas con Limite de
(C-1=4; No C-I=5)  C. difficile C-I (n=4) ADN (n=4) cultivos deteccion

(C-1=3; No C-I=2)

Figura 3. Esquema resumen de las pruebas realizadas para validar la sensibilidad y
especificidad de los cebadores disefiados para las secuencias firma identificadas.

Cebadores tcdB

J

PCR tiempo real

ADN cultivos ADN heces inoculadas P i
Limite de det
(C-I=4; No C-I=11) con cultivas (C-1=3; No C-I=2) e de deteceion

Figura 4. Esquema resumen de las pruebas realizadas para validar la sensibilidad y
especificidad de los cebadores disefiados para el gen tcdB presente en las cepas del
Clado C-I.
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Capitulo IV: Resultados

Gendmica comparativa y pangenémica:

La Figura 5 confirma la distribucién cladistica reportada por Dingle y colaboradores
(Dingle et al., 2014), asi como la pertenencia de las cepas aisladas en el LIBA al Clado
C-1. Este resultado confirma que la distribucién de las cepas en los grupos de inclusion

y exclusion es apropiada segun el propésito de la investigacion.
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Figura 5. Arbol filogenético construido a partir de un alineamiento de sitios variables
identificados por Roary en todos los genomas analizados. Las cepas C-I (rojo)
pertenecen a un clado genéticamente divergente. Se muestran las cepas del Clado 1
en negro, del Clado 2 en morado, del Clado 3 en azul, del Clado 4 en naranja y del
Clado 5 en verde, asi como los valores de bootstrap (100 iteraciones) para cada nodo y
la escala (sustituciones por sitio). Las cepas aisladas en el LIBA se marcan con un

asterisco.
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A pesar de ser diferentes entre si, las cepas Clado C-I son genéticamente distintas a
las cepas Clados 1-5 (Figura 6). Los valores de porcentaje de identidad nucleotidica
promedio (ANI) obtenidos de la comparacion de estos grupos sugieren que ambos

representan especies distintas.

Identidad nucleotidica promedio por grupos
100

99
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95

94
93

92

, ——
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1

M Civscl M 1-5vs1-5 M Clvs 1-5

Figura 6. Diagrama de cajas-bigotes para comparar el ANI determinado por FastANI
para cepas de Clado C-I (n=10), Clados 1-5 (n=67) y entre ambos grupos. La linea
roja marca un 95% de AN, el cual es el umbral aceptado para delimitar especies
bacterianas (Jain, Rodriguez-R, Phillippy, Konstantinidis, & Aluru, 2018).

El alto grado de divergencia de las cepas del Clado C-I se confirmé a través de la
observacion de un incremento sustancial en el tamafio del pangenoma de C. difficile y
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una concomitante reduccién del tamafio de su genoma core luego de incluir cepas
Clado C-I en la comparacién (Figura 7). Un nimero pequefio, pero detectable, de
secuencias codificantes son compartidas por todos los miembros del Clado C-I, pero
no pertenecen al genoma core de C. difficile (n=890), por lo que son potencialmente
secuencias firma y potencialmente aprovechables en el diagndstico especifico que se

desea disefiar (Figura 7).
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Figura 7. Numero absoluto (A) y relativo en porcentaje (B) de secuencias en el genoma
core (presentes en al menos 99% de las cepas analizadas, n=76), soft-core (presentes
entre el 95% y 99% de las cepas, n=73 y 76 cepas), shell (presentes entre el 15% y
95% de las cepas, n=11y 73 cepas) y cloud (presentes en menos del 15% de las
cepas, n< 11) de las cepas del Clado C-I, las cepas de los Clados 1-5 y todas las

cepas analizadas.

En congruencia con el resultado anterior, una fraccién del genoma core de las cepas
Clado C-I no esta presente en las cepas de los Clados 1-5 (Figura 8).
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Figura 8. Matriz de presencia/ausencia de CDS contextualizada filogenéticamente
(Roary). Las lineas verticales azules y naranja indican presencia de CDSs o presencia
de CDS exclusiva en cepas del Clado C-I, respectivamente. En el dendrograma se

muestran las cepas del Clado 1 en negro, del Clado 2 en morado, del Clado 3 en azul,
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del Clado 4 en naranja y del Clado 5 en verde, asi como los valores de soporte local
(test de Shimodaira-Hasegawa con 1000 reemplazos) para cada nodo. Las cepas C-I

se encuentran en el recuadro rojo.

De acuerdo con los resultados obtenidos con Scoary y treeWAS, la mayoria de los
CDS universales, pero exclusivos de las cepas C-I, codifican para enzimas metabdlicas
y proteinas hipotéticas. En un menor grado se encontraron multiples factores de
transcripcion, sistemas de transporte ABC, sistemas reguladores de dos componentes,
entre otros (ver Anexo IV para la descripcidbn completa). Por su parte, el bin exclusivo
de las cepas C-I extraido por Anvi’'o, contiene un importante nimero de conglomerados
de genes de copia Unica relacionados con transcripcion (K) (n=25), mecanismos de
transduccién de sefiales (T) (n=11) y metabolismo de aminoacidos y carbohidratos €

(n=11) (Figura 9) (ver Anexo V para la descripcion completa).

Numero de conglomerados

Ninguna

Otros

Produccién y conversion de energia (C)
Traduccidn, estructura ribosomal y biogénesis (J)
Funcién desconocida (S)

Transporte y metabolismo de iones inorganicos (P)
Mecanismos de defensa (V)

Metabolismo y transporte de carbohidratos (G)
Metabolismo y transporte de aminoacidos (E)
Mecanismos de transduccidn de senal (T)

Sélo prediccién de funcidn general (R)

Transcripcién (K)
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Figura 9. Conglomerados de genes presentes en el bin exclusivo de las cepas C-I

identificado por Anvi'o, clasificados segun su funcion COG anticipada.
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Identificacion de secuencias firma:

Utilizando Neptune se identificaron varias secuencias firma candidatas, sin embargo,
ninguna de estas estaba totalmente ausente en el grupo de exclusién, y todas
mostraron una considerable similitud con secuencias de otras especies o de cepas de
C. difficile al alinearlas con BLASTn a la coleccién de nucledtidos del NCBI (Ver Anexo
). Por tal razon, se descartaron y no se consideraron para los analisis subsecuentes.

Al menos 11 conglomerados de CDS (cada uno conformado por una CDS de cada
cepa del Clado C-I) fueron identificados por Anvi'o, Roary/Scoary y Treewas como
exclusivos de las cepas C-I (p<0.05) con 100% de sensibilidad y especificidad (valores
de p con correcciéon Benjamini-Hochberg de 1,22x10!%), y sin similitud significativa con
secuencias nucleotidicas de organismos que no pertenecen al Clado C-I de C. difficile,
tales como bacterias del género Clostridium (C. perfringens, C. septicum) E. coli,
Enterococcus fecalis, las cuales son constituyentes de la flora intestinal normal del
adulto (Cuadro ). Estas secuencias firma se utilizaron como candidatas para el

disefio de cebadores para PCR.



Cuadro lll. Principales caracteristicas predichas de las secuencias firma del Clado C-I identificadas en conjunto por Roary/Scoary,

36

TreeWAS y Anvi'o y determinadas por Roary y Anvi'o. Todas las secuencias tuvieron longitudes mayores a 300 pb para posibilitar su

deteccién por gPCR.

familia cistina/aminoacido

transporte de
aminoacido tipo
ABC

ID Roary Anotacién funcional (Roary) Identificador Indice de Funcion COG Categoria COG | Puntaje de Core
de homogeneidad | por Anvi’o por Anvi’o* enriquecimiento en C-1?
conglomerado geométrica de Anvi’o
de Anvi’o por Anvi’'o

IsrF 3-hidroxi-5-fosfonooxipentano-2,4-diona GC_00004247 1 Fructosa G 7,77 Si

tiolasa bisfosfato
aldolasa clase la

dhaK Dihidroxiacetona kinasa dependiente de PTS, GC_00004331 1 Dihidroxiacetona | G 7,77 Si

subunidad de unién a dihidroxiacetona Dhak kinasa

crcB Transportador de i6n fluoruro predicho CrcB GC_00004262 0,9983871 Exportador de D|P 7,77 Si

ion fluoruro
CrcB/FEX

grupo_5507 | Proteina hipotética GC_00004244 1 NA NA NA NA

grupo_8205 | Regulador transcripcional GC_00004306 1 Regulador K NA NA

transcripcional
de unién a ADN
LsrR

grupo_5266 | Proteina hipotética GC_00004280 1 NA NA NA NA

grupo_5459 | Proteina hipotética GC_00004274 1 Proteina de S NA NA

unién a metal
predicha
grupo_7858 | Proteina hipotética GC_00004267 1 NA NA NA NA
grupo_8076 | Proteina hipotética GC_00004294 0,998726115 Regulador K NA NA
transcripcional
de unién al
ADN.
grupo_3785 | Regulador transcripcional, familia MerR GC_00004253 0,9889393 Regulador K NA NA
transcripcional
de unién a ADN
grupo_3695 | Sistema de transporte tipo ABC, permeasa de GC_00004326 0,9465858 Sistema de E NA NA




*Las categorias COG mostradas corresponden a: G=Metabolismo y transporte de carbohidratos; D=Control del ciclo celular y
mitosis; P= Transporte y metabolismo de iones inorganicos; K= Transcripcion; E=Metabolismo y transporte de aminoacidos;

S=Funcién desconocida. NA = indeterminado.
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Diserio v validacion de ensayo (q)PCR:

Ocho secuencias firma identificadas generaron pares de oligonucleétidos cebadores
especificos utilizando Primer-BLAST. En el Cuadro IV se muestran algunas de sus
caracteristicas predichas, las cuales funcionaron como primer criterio de seleccién segun
se describe en la metodologia. No se encontraron pares de oligonucleétidos cebadores
especificos para los clusters identificados como IsrF y dhaK. Ademas, no se disefiaron
oligonucleétidos cebadores para el grupo_3695 debido a diferencias en el tamafio (pb) de
los CDS que conforman dicho conglomerado (Cuadro V).



Cuadro IV. Caracteristicas predichas de los pares de cebadores identificados por PrimerBLAST para las secuencias firma

seleccionadas.

Cluster | Largo producto (bp) Hebra molde |Largo| Tm | GC% | Autocomplementariedad | Autocomplementariedad 3’
crcB 116 Forward + 22 59,89 | 45,45 5 1
Reverse - 21 | 57,79 |47,62 2 2
118 Forward + 23 60,25 | 43,48 7 1
Reverse - 22 | 57,65 45,45 3 2
114 Forward + 23 60,44 | 43,48 5 0
Reverse - 24 | 58,79 | 45,83 5 3
123 Forward + 23 59,23 43,48 7 0
Reverse - 24 | 58,79 | 45,83 3 1
124 Forward + 22 | 58,22 |40,91 7 0
Reverse - 24 | 58,79 | 45,83 3 0
110 Forward + 24 | 59,96 | 41,67 2 0
Reverse - 25 |59,93| 44 7 2
152 Forward + 24 160,14 | 45,83 6 2
Reverse - 25 59,7 48 3 1
100 Forward + 22 57,8 | 45,45 2 0
Reverse - 25 59,7 44 7 1
5507 126 Forward + 23 |58,87 (43,48 6 0
Reverse - 23 | 59,67 | 43,48 4 2
115 Forward + 24 | 59,66 | 41,67 4 2
Reverse - 22 |58,33 4545 4 2
123 Forward + 24 160,38 41,67 6 0
Reverse - 22 | 58,07 | 45,45 4 1
159 Forward + 22 | 57,52 45,45 6 0
Reverse - 24 160,02 | 37,5 6 2
111 Forward + 25 |59,99| 40 4 2
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Reverse 24 60,2 | 41,67 4 2

128 Forward 25 60,16 | 40 6 0
Reverse 24 60,2 | 41,67 6 2

146 Forward 23 59,68 | 43,48 4 2
Reverse 25 |5853| 36 4 0

124 Forward 25 59,7 40 6 0
Reverse 24 160,56 | 45,83 4 2

126 Forward 24 58,7 | 41,67 6 0
Reverse 24 60,8 | 45,83 4 1

120 Forward 23 |57,51|39,13 6 0
Reverse 24 59,01 41,67 4 2

8205 234 Forward 20 60,4 | 55 6 0
Reverse 22 59,96 | 45,45 4 2

260 Forward 24 | 59,53 45,83 3 1
Reverse 21 59,99 | 52,38 4 0

332 Forward 22 |61,18| 50 4 0
Reverse 22 60,5 50 6 2

3785 101 Forward 22 |58,48 | 45,45 4 3
Reverse 21 |57,62 42,86 6 3

102 Forward 21 | 57,39 42,86 4 3
Reverse 23 59,32 (43,48 6 3

104 Forward 23 | 59,13 43,48 4 1
Reverse 22 |58,07 40,91 6 3

106 Forward 21 | 57,07 | 47,62 4 1
Reverse 22 | 58,06 | 45,45 6 2

165 Forward 22 | 58,07 |4091 6 2
Reverse 21 | 57,03 47,62 5 2

167 Forward 22 |58,07|40,91 6 3
Reverse 24 59,9 | 41,67 5 2
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196 Forward 23 59,07 | 43,48 6 2

Reverse 24 | 59,78 | 41,67 2 1

134 Forward 24 58,94 | 37,5 8 2

Reverse 22 | 58,47 | 45,45 5 2

195 Forward 24 | 59,67 | 41,67 6 0

Reverse 24 | 59,47 | 41,67 2 0

277 Forward 24 160,38 41,67 4 3

Reverse 24 59,47 | 41,67 2 0

5266 103 Forward 23 | 59,22 | 43,48 8 0
Reverse 24 57,59 33,33 3 1

108 Forward 24 | 59,96 | 45,83 8 0

Reverse 25 |58,18| 32 3 1

102 Forward 22 | 57,58 45,45 8 0

Reverse 25 57,2 36 3 0

72 Forward 25 |57,46| 36 6 3

Reverse 24 158,62 37,5 4 0

5459 434 Forward 23 |57,05|39,13 4 2
Reverse 24 159,36 | 37,5 3 2

7858 161 Forward 24 60,2 | 45,83 4 2
Reverse 23 59,93 43,48 4 0

170 Forward 24 | 59,48 | 41,67 6 2

Reverse 22 58,6 | 45,45 4 2

160 Forward 25 |59,82| 40 6 2

Reverse 21 |57,33 47,62 5 1

151 Forward 25 [59,35| 40 4 3

Reverse 22 |57,96| 50 5 1

241 Forward 24 | 58,34 41,67 4 3

Reverse 23 |58,94 | 43,48 4 2

236 Forward 23 |57,34(39,13 6 3
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Reverse 24 | 60,08 | 45,83 5 1

161 Forward 23 57,31 39,13 6 2
Reverse 24 | 59,84 45,83 5 0

156 Forward 24 |58,17| 37,5 4 3
Reverse 23 | 58,69 |43,48 4 3

163 Forward 24 |58,12| 37,5 6 2
Reverse 23 |58,68 | 43,48 4 3

166 Forward 25 [59,06| 40 6 2
Reverse 22 |57,6540,91 4 2

8076 434 Forward 23 |57,05]|39,13 4 2
Reverse 24 159,36 | 37,5 3 2
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Luego de realizar una primera depuracion segun los criterios establecidos en la
metodologia, se continud teniendo un nimero elevado de pares de cebadores candidatos,
sin embargo, muchos de ellos amplificaban las mismas secuencias, difiriendo en pocos
nucleétidos. Por esta razén se seleccion6 un subgrupo de siete mejores candidatos para
los cuales se determinaron las caracteristicas termodinamicas de la estructura secundaria
del amplicon esperado y la capacidad de hibridacion de ambos oligonucledétidos del par
(Cuadro V). Este paso adicional permitié descartar algunos pares de cebadores cuyos
amplicones esperados tenian estructuras secundarias con valores de Tm elevado donde
el extremo 3’ no se encontraba libre, o bien, dimeros de cebador estables. Ademas,
mediante alineamiento Clustal Omega de las secuencias blanco de los cebadores se
determiné que todos los pares candidatos tenian algunos sitios variables (Cuadro V).
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Cuadro V. Propiedades termodinamicas del amplicon esperado y posibles dimeros de cebador anticipados para los 7 mejores pares

de cebadores candidatos.

Cluster Largo Cebador Hebra Parametros termodindmicos de estructura Parametros termodindmicos de Nimero de
producto molde secundaria del amplicon posible dimero de cebadores sitios variables
AG AH AS Tm Extremo 3’ AG AH AS Tm (°C)
(kcal/ (Kcal/ | (cal/mol/ | (°C) (Kcal/ (Kcal/ | (cal/mol/
mol) mol) K) mol) mol) K)

crcB 114 Forward + -7,16 -96,3 -287,41 | 61,9 libre -8,2 -77,0 -222,0 37,8 2

Reverse - 1

110 Forward + -9,25 -103,7 | -304,53 | 67,4 libre -7 -46,3 -126,6 31,0 4

Reverse - 2

152 Forward + -15,92 -231,7 | -695,73 | 59,9 libre -4,2 -54,0 -160,4 17,1 4

Reverse - 1

grupo_55 115 Forward + -4,57 -126,8 -394,1 | 48,6 | horquilla de 3 -5,5 -39,0 -108,1 18,5 4

07 nucleétidos

Reverse - 3

111 Forward + -4,98 -156,2 | -487,57 | 47,2 asa -4,3 -29,6 -81,6 2,9 5

Reverse - 3

grupo_37 195 Forward + -12,22 | -251,3 | -770,85 | 52,9 libre -2,2 -23,9 -69,8 -22,7 2
85

Reverse - 2

grupo_78 161 Forward + -8,16 -232,1 | -722,04 | 48,3 horquilla -3,7 -45,1 -133,5 10,3 3
58

Reverse - 0
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Los 7 pares de cebadores cumplian con la mayoria de los criterios de inclusion
establecidos en la metodologia (Tm cercano a 60 °C, largo de producto entre 70y 170
pares de bases, contenido CG entre 40% y 60%, baja estabilidad del posible dimero de
cebador, estructura secundaria del amplicédn con extremo 3’ libre, o de baja estabilidad).
Por el contrario, todos poseian cierto grado de autocomplementariedad y cantidad de
sitios variables. Con base en esta informacién se decidio probar en el laboratorio los
cebadores de largo de producto 110, 114, 161 y 195, designados de esta forma en lo

subsecuente.

Con el fin de poder determinar el potencial toxigénico de las cepas detectables con los
cebadores indicados arriba, se disefiaron 10 cebadores especificos para las secuencias
de tcdB de las cepas de C. difficile del Clado C-I (Cuadro VI). De estos, se decidié
sintetizar y ensayar el primer par, pues se apegaba mejor a los criterios de seleccién
establecidos en la metodologia.
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Cuadro VI. Caracteristicas predichas de los pares de cebadores identificados por PrimerBLAST para las secuencias del gen tcdB de

las cepas de C. difficile del Clado C-I.

Largo producto | Cebador | Hebra molde | Largo | Tm | GC% | Autocomplementariedad | Autocomplementariedad 3’
166 Forward + 21 |59,99 47,62 4 2
Reverse - 25 |57,43| 36 4 2
84 Forward + 23 [58,55]39,13 5 2
Reverse - 23 57,5 [ 39,13 4 3
98 Forward + 24 59,1 | 37,5 5 2
Reverse - 25 |6052| 40 5 1
196 Forward + 24 ]58,38]33,33 7 2
Reverse - 24 | 60,87 |45,83 8 0
194 Forward + 24 158,19 33,33 7 1
Reverse - 22 | 57,12 | 45,45 8 0
96 Forward + 24 59,1 | 37,5 5 2
Reverse - 25 |59,11| 40 5 2
160 Forward + 25 59 36 6 2
Reverse - 22 | 57,08 40,91 5 0
101 Forward + 25 |59,63| 36 5 2
Reverse - 25 |59,11| 40 5 0
194 Forward + 25 |58,76 | 32 7 1
Reverse - 24 | 58,75|41,67 6 0
86 Forward + 24 58,57 37,5 5 0
Reverse - 24 |57,93| 37,5 4 2
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En la discriminacion de las cepas del Clado C-I por PCR punto final, los pares de

cebadores 114 mostraron una sensibilidad del 100% y una especificidad del 80% (VP =

2; FN = 0; VN = 8; FP = 2; Sensibilidad = ——; Especificidad = —-), mientras que los

pares de cebadores 110 y 161 mostraron sensibilidad de 100% y especificidad del 90%
(VP =2; FN = 0; VN = 9; FP = 1; Sensibilidad = ——; Especificidad = —-) (Anexo VII).

Al establecer como punto de corte Ct=35 en el ensayo de qPCR, tal y como sugieren otros
autores (Chang, Hur, & Park, 2020; Jordan & Durso, 2005; Sacramento de Oliveira et al.,
2018), los pares de cebadores 114 y 161 discriminaron la presencia de ADN de cepas de
C. difficile del Clado C-1 con una sensibilidad y especificidad del 100% (VP = 4; FN =
0;VN =5; FP = 0; Sensibilidad = ﬁ;Especificidad = %) , mientras que el par 110
tuvo una sensibilidad del 100% y una especificidad del 60% (VP = 4; FN = 0;VN =

3; FP = 2; Sensibilidad = ﬁ; Especificidad = 3%). Ninguna de las cepas ensayadas
gener6 amplificacién utilizando el par de cebadores 195 (Cuadro VII).

Cuadro VII. Valores de Ct y resultados obtenidos por qPCR utilizando ADN extraido a
partir de cultivos de diversas bacterias y los cebadores disefiados para las secuencias
firma del Clado C-I.

Concentracion ADN Interpretacion
Cepa Clado en lareaccion Cebadores Ct P
del resultado
(ng/ul)

LIBA-5755 0,775 110 37,96 VN

1
LIBA-6291 0,445 110 32,66 FP
LIBA-5757 0,068 110 35,73
LIBA-5757 2 0,068 114 35,21 VN
LIBA-5757 0,068 161 40
LIBA-7110 3 0,51 110 30 FP
LIBA-6622 0,212 110 28,31
LIBA-6622 0,212 114 20,79
LIBA-6622 0,212 161 18,52
LIBA-6822 0,054 110 19,4
LIBA-6822 0,054 114 18,35
LIBA-6822 0,054 161 21,37

C-l VP
LIBA-7194 0,11 110 16,73
LIBA-7194 0,11 114 16,36
LIBA-7194 0,11 161 28,79
LIBA-7602 0,165 110 20,3
LIBA-7602 0,165 114 19,1
LIBA-7602 0,165 161 23,81
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* La cepa LIBA-8327 (C. perfringens) no amplificé con los cebadores 110. Las cepas
LIBA-5755 y LIBA-6291 (clado 1), LIBA-7710 (clado 3) y LIBA-8327 no amplificaron con
los cebadores 114 y 161. Las cepas LIBA-5755 y LIBA-6291 (clado 1), y LIBA-5757 (clado
2) no amplificaron con los cebadores 195. Todos estos corresponden a resultados
verdaderos negativos. Las cepas LIBA-6822 y LIBA-7602 (Clado C-I) no amplificaron con
los cebadores 195 (FN). Se muestran los demas identificadores de las cepas, el clado o
especie al que pertenecen, las concentraciones de ADN usadas en las reacciones de
PCR, el cebador utilizado y el Ct obtenido. El control negativo corresponde a mezcla de
reaccion a la que no se le adiciondé ADN, y no gener6 amplificacion con ninguno de los
cebadores. Las cepas LIBA-6622, LIBA-6822, LIBA-7110, LIBA-8327 y LIBA-7194 no
fueron probadas con los cebadores 195 dado que ya se habia comprobado que estos no
amplificaban el ADN de las otras cepas C-I en las mismas condiciones.

Para comprobar que los cebadores no amplificaban fragmentos de ADN extraidos a partir
de heces diarreicas se realiz6 un ensayo de qPCR con cuatro muestras de este tipo libres
de C. difficile. En este ensayo no se observé amplificacién en ninguna muestra con

ninguno de los cebadores, Unicamente amplificaron los controles positivos (Cuadro VIII).

Cuadro VIII. Valores de Ct obtenidos por qPCR utilizando ADN extraido a partir de heces
de pacientes diarreicos y los cebadores disefiados para las secuencias firma del Clado C-
l.

Muestra Concentracion ADN Cebador Ct
en reaccioén (ng/pl)

LIBA-6822 0,054 21,27
LIBA-7194 0,11 17,62
LIBA-6625 0,065 110 30

LIBA-6622 0,212 30

LIBA-6822 0,054 21,29
LIBA-7194 0,11 16,82
LIBA-6625 0,065 114 22,55
LIBA-6622 0,212 22,72
LIBA-6822 0,054 23,75
LIBA-7194 0,11 19,08
LIBA-6625 0,065 161 18,67
LIBA-6622 0,212 19,87

* Las cepas LIBA-6822, LIBA-7194, LIBA-6625 y LIBA-6622 se utilizaron como control

positivo y como control negativo mezcla de reaccion a la que no se le adicion6 ADN.
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Ninguna de las muestras de heces probadas, con o sin pretratamiento (tal y como se
describe en la metodologia), ni el control negativo generaron amplificacién con ninguno de
los cebadores. Se muestran las demas muestras ensayadas, las concentraciones de ADN

adicionadas a cada reaccion, el cebador utilizado y el Ct obtenido.

En el ensayo de gPCR con ADN extraido a partir de heces inoculadas con ADN gendmico

de cepas del Clado C-I (estableciendo como punto de corte Ct=35), los cebadores 110,
114 y 161 mostraron sensibilidades del 25% (VP = 1; FN = 3; Sensibilidad = :13)
(Cuadro I1X).

Cuadro IX. Valores de Ct y resultados obtenidos por gPCR utilizando ADN extraido a
partir de heces inoculadas con ADN gendémico de cepas del Clado C-l y los cebadores

disefiados para las secuencias firma del Clado C-I.

Muestra Cepa usada Cantidad de ADN | Concentracién ADN en | Cebadores Ct Resultado
parala inoculado (ng) lareaccion (ng/ul)
inoculacion

3 LIBA-7602 9,9 1,25 110 30 VP
LIBA-7602 - - 0,165 110 23,38

3 LIBA-7602 9,9 1,25 114 30 VP
LIBA-7602 - - 0,165 110 21,15

4 LIBA-6622 12,72 1,15 161 30 VP
LIBA-7602 - - 0,165 161 24,91

*Las muestras inoculadas con ADN de las cepas LIBA-7194, LIBA-6822 y LIBA-6622 no
generaron amplificacién con los cebadores 110 y 114. Las muestras inoculadas con ADN
de las cepas LIBA-7602, LIBA-7194 y LIBA-6822 no generaron amplificacion con los
cebadores 161. Todos estos corresponden a resultados falsos negativos. Se utiliz6 ADN
extraido a partir de un cultivo de la cepa LIBA-7602 como control positivo y como control
negativo mezcla de reaccion a la que no se le adicioné ADN. El control negativo no
generd amplificacién con ninguno de los cebadores. Se detallan las muestras utilizadas, la
cepa de la cual se tom6 ADN para inocular las heces, la cantidad de ADN inoculado, las
concentraciones de ADN en la reaccion para cada una, el cebador utilizado, el Ct obtenido

y el resultado obtenido.

En la deteccién por gPCR de cepas del Clado C-I en heces inoculadas con diluciones
seriadas de cultivos (estableciendo como punto de corte Ct=35), los cebadores 114y 161

discriminaron con un 100% de sensibilidad y especificidad (VP = 9; FN = 0; VN =

6; FP = 0; Sensibilidad = %;Especificidad = ﬁ) mientras que el par de cebadores
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110 mostro una sensibilidad del 33% y una especificidad del 100% (VP = 3; FN =

6;VN = 6; FP = 0; Sensibilidad = —; Especificidad = —) (Cuadro X).

Cuadro X. Valores de Cty resultados obtenidos por gPCR utilizando ADN extraido a partir
de heces inoculadas con diluciones seriadas de cultivos de cepas del Clado C-1y los
cebadores disefiados para las secuencias firma del Clado C-I.

Muestra Clado | Concentracién ADN en la reaccién (ng/ul) | Cebadores | Ct Resultado
Mx149 sin diluir 0,97 40
Mx149 1:500 2,14 40
Mx152 sin diluir 2,68 38,76 o
Mx152 1:100 C-l 2,03 40
SJ312 sin diluir 3,23 110 21,87
$J312 1:100 1,95 26,51 VP
SJ312 1:500 2,10 29,33
LIBA-6538 1:100 1 2,15 40 VN
LIBA-6822 0,16 19,85 -
Mx149 sin diluir 0,97 30,66
Mx149 1:100 2,43 31,35
Mx149 1:500 2,14 33,64
Mx152 sin diluir C-l 2,68 25,17
Mx152 1:100 2,03 30,86 VP
Mx152 1:500 2,22 34,19
SJ312 sin diluir 3,23 20,4
114
SJ312 1:100 1,95 24,22
SJ312 1:500 2,10 27,38
LIBA-6533 1:100 2,04 37,72
LIBA-6533 1:500 1 2,42 40 VN
LIBA-6538 1:100 2,15 38,14
Heces sin inocular - 2,37 38,45 -
LIBA-6822 0,16 17,61 -
Mx149 sin diluir 0,97 28,11
Mx149 1:100 2,43 28,91
Mx149 1:500 2,14 31,41
Mx152 sin diluir C-l 2,68 21,96
Mx152 1:100 2,03 28,06 VP
Mx152 1:500 2,22 161 31,6
SJ312 sin diluir 3,23 23,33
SJ312 1:100 1,95 27,03
SJ312 1:500 2,10 30,28
LIBA-6533 1:100 2,04 40
1 VN
LIBA-6533 1:500 2,42 40
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LIBA-6538 1:100 2,15 40

LIBA-6538 1:500 1,95 40

Heces sin inocular - 2,37 40
LIBA-6822 C-l 0,16 20,57

*Las muestras inoculadas con cultivos de las cepas Mx149 diluido 1:100 (FN), Mx152
diluido 1:500 (FN), LIBA-6533 en ninguna concentracion (VN) y 6538 sin diluir (VN) y
diluido 1:500 (VN) no generaron amplificacion con los cebadores 110. Las muestras
inoculadas con cultivos de las cepas LIBA-6533 sin diluir, LIBA-6538 sin diluir y diluido
1:500 no amplificaron con los cebadores 114 (VN). Las muestras inoculadas con cultivos
de las cepas LIBA-6533 y LIBA-6538 sin diluir no amplificaron con los cebadores 161
(VN). Se utilizé6 ADN extraido a partir de un cultivo de la cepa LIBA-6822 como control
positivo y como control negativo mezcla de reaccién a la que no se le adicion6 ADN. El
control negativo no amplificd con ninguno de los cebadores. Se detallan las muestras
utilizadas, el clado al que pertenecen las cepas utilizadas para la inoculacion, las
concentraciones de ADN total extraido en la reaccién para cada una, el cebador utilizado

y el Ct obtenido.

Al establecer como punto de corte Ct=35, los cebadores disefiados para el gen tcdB
mostraron 100% de sensibilidad y 72,7% de especificidad (VP = 4; FN = 0; VN =

8; FP = 3; Sensibilidad = . ; Especificidad = _-) en el ensayo de gPCR con ADN
extraido a partir de cultivos (Cuadro Xl).
Cuadro XI. Valores de Ct obtenidos en el ensayo de gPCR utilizando ADN extraido a

partir de cultivos de diversas bacterias y los cebadores disefiados para el gen tcdB

presente en las cepas del Clado C-I.

Muestra Clado Concentracién ADN en la reaccion (ng/ul) Ct | Resultado
LIBA-6291 1 0,89 34,31
LIBA-7110 3 0,51 30 FP
A-B+ 4 0,128 26,26
LIBA-6625 0,065 17,24
LIBA-6822 0,054 21,13
C VP
LIBA-7194 0,22 20,05
LIBA-6622 0,424 26,69

* Las cepas LIBA-5755 (Clado 1), NAP1 (Clado 2), LIBA-6279 (Clado 4), 29741
(Bacterioides thetaiotaomicron), A2 (C. botulinum), 25785 (C. filamentosum), 8327 y

Sm101 (C. perfringens) no amplificaron. Todos estos corresponden a resultados
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verdaderos negativos. Se utilizé mezcla de reaccion a la que no se le adicioné ADN como
control negativo, el cual no amplific6. Se indican las demas muestras utilizadas, el clado al
que pertenecen, la concentracion de ADN utilizada en la reaccién y el Ct obtenido para

cada una.

Estableciendo como punto de corte Ct=35, los cebadores disefiados para el gen tcdB
discriminaron la presencia de cepas toxigénicas del Clado C-I en un ensayo de gPCR
utilizando ADN extraido a partir de heces inoculadas con un 66% de sensibilidad y un
100% de especificidad (VP = 6; FN = 3;VN = 6; FP = 0; Sensibilidad =

6 ifici _ 5
m,Espeafwldad = 6+0) (Cuadro XlI).
Cuadro XII. Valores de Ct obtenidos en el ensayo de gPCR utilizando ADN extraido a

partir de heces inoculadas con diluciones seriadas de cultivos de cepas del Clado C-l y los

cebadores disefiados para el gen tcdB presente en las cepas del Clado C-I.

Muestra Clado/Especie Concentracion ADN en la reaccion Ct | Resultado
(ng/ul)
Mx152 sin diluir 2,68 21,13
Mx152 1:100 2,038 26,55
Mx152 1:500 2,22 30,26
C-l VP
SJ312 sin diluir 3,23 22,6
SJ312 1:100 1,95 26,28
SJ312 1:500 2,1 29,39
Heces sin inocular - 2,37 35

Se utilizé el mismo control negativo que en los casos anteriores. Las muestras inoculadas
con cultivos de las cepas Mx149 (Clado C-I) (FN), LIBA-6533 (Clado 1) (VN) y LIBA-6538
(Clado 1) (VN) no amplificaron. Se utilizé mezcla de reaccién a la que no se le adicion6
ADN como control negativo, el cual no amplificd. Se detallan las muestras utilizadas, el
clado al que pertenecen, la concentracion de ADN total utilizada en la reaccion y el Ct

obtenido para cada una.

En general, los cebadores 114 y 161 obtuvieron sensibilidades del 100% y especificidades
sobre el 80% en los ensayos realizados, exceptuando en el que se utilizaron heces
inoculadas con ADN extraido a partir de cultivos. El par 110 mostro valores elevados de

sensibilidad en los ensayos realizados con ADN extraido a partir de cepas (Cuadro XlII).
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Cuadro XIlIl. Resumen de las sensibilidades y especificidades determinadas para los

diferentes pares de cebadores ensayados.

Ensayo

Cebadores

Sensibilidad

Especificidad

PCR punto final

110

100%

90%

114

100%

80%

161

100%

90%

qPCR con ADN cepas

110

100%

60%

114

100%

100%

161

100%

100%

tcdB

100%

72.7%

gPCR con ADN extraido de heces inoculadas con ADN

110

25%

114

25%

161

25%

gPCR con ADN extraido de heces inoculadas con cultivos

110

33%

100%

114

100%

100%

161

100%

100%

tcdB

66%

100%

Utilizando ADN de la cepa C-1 7602 en un ensayo de qPCR, los cebadores 114, 161y
tcdB alcanzaron limites de deteccion de 0,0000165 (ng/ul) (diluciéon 1/10000), 0,000165
(ng/ul) (dilucién 1/1000) y 0,0000165 (ng/ul) (diluciéon 1/10000), respectivamente (Figura

10).




54

Ll

Cebador
114
* 161
tcdB

Ct
9L

apa

' : log de Fact:r de dilucién ? ?
Figura 10. Grafico semilogaritmico de factor de dilucion vs Ct obtenido en el ensayo de
limite de deteccion del ensayo de PCR tiempo real utilizando ADN extraido a partir de un
cultivo de la cepa LIBA-7602 y los cebadores 114 (rojo), 161 (verde) y disefiados para el
gen tcdB (azul) presente en las cepas del Clado C-I.
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Capitulo V: Discusion

Gendmica comparativa y pangenémica:

La Figura 5 muestra que las cepas del Clado C-l son genéticamente divergentes con
respecto a las de los otros clados analizados. El presente analisis ubicé a estas cepas en
dos subclados, uno integrado por tres cepas toxigénicas aisladas en Costa Rica, el otro
por las 2 cepas aisladas en nuestro pais restantes y las 5 reportadas por Dingle y
colaboradores (Dingle et al., 2014). Estos resultados son similares a los reportados por
otros grupos en estudios similares (Knight et al., 2015; Ramirez-Vargas et al., 2018; Stone
et al., 2016). Esta divergencia también es evidenciada por los valores de ANI promedio
mostrados en la Figura 6. En este caso, los valores obtenidos al comparar las cepas del
Clado C-I con las de los otros clados fueron considerablemente menores a los generados
a partir de las comparaciones dentro de estos dos grupos, lo cual revela un bajo nivel de
similitud genética. De hecho, los valores obtenidos son menores al aceptado como umbral
para la determinacioén de especie bacteriana utilizado por el NCBI (Ciufo et al., 2018), lo
que indica que cepas del Clado C-I deberian ser reclasificadas como una nueva
genomoespecie del género Clostridioides, tal y como lo sugieren Knight y colaboradores
(Knight et al., 2020).

El andlisis realizado con Roary revel6 un pangenoma amplio, con un total de 18952
CDSs, de las cuales unicamente 1412 (el 7,54%) pertenecen al genoma core (ver figura
9). Este pangenoma es mas amplio que el reportado para otras especies de importancia
clinica, como Escherichia coli (13000 genes) (Rasko et al., 2008) y Staphylococcus
aureus (7411 genes) (Bosi et al., 2016). Dado que la riqueza del genoma accesorio
sugiere adaptacién a diferentes sitios u hospederos, esta observacion indica que la
muestra de cepas de C. difficile incluida en el analisis representa un grupo adaptado a
una mayor diversidad de habitats que los reportados para E. coliy S. aureus. El repertorio
genético mas amplio identificado para C. difficile sugiere también un metabolismo méas
versatil, asi como una tendencia de la especie a adquirir material genético por

transferencia horizontal (Blaustein et al., 2019).

Existen diferentes reportes de pangenomas determinados para C. difficile, el mas antiguo
reportado fue determinado utilizando tecnologia de microarray y obtuvo un tamafio

considerablemente menor (9640 secuencias codificantes) (Scaria et al., 2010), lo cual es
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de esperarse dado que incluia una menor cantidad y diversidad de cepas de la especie.
Alli se identificd un genoma core de entre 974 y 1033 genes, lo cual es paraddjico, dado
gue se espera que a mayor diversidad de genomas, menos secuencias sean compartidas
entre todos, y por tanto, el genoma core se haga mas pequefio (Medini, Donati, Tettelin,
Masignani, & Rappuoli, 2005). Es importante mencionar que dicho analisis es previo al
uso de la clasificacion cladistica aceptada actualmente, y a la descripcion de las cepas del
Clado C-I, por lo que este factor puede ser importante para la explicacion de dichos
resultados.

Otros estudios han investigado el pangenoma de un subgrupo particular de esta especie
(Knetsch et al., 2018; Knight et al., 2019; Knight, Squire, Collins, & Riley, 2017) siendo
también mas reducidos en tamafio, al representar subpoblaciones de la especie. En este
caso el mejor punto de comparacion es nuevamente el estudio realizado por Knight y
colaboradores (2020) en el cual se obtuvo un pangenoma de 17470 genes y un genoma
core de 2232 genes. Este resultado es similar al obtenido en el presente andlisis, pero
inesperado considerando que con mayor numero de cepas (n=260), todas de STs
distintas, los autores obtuvieron un pangenoma menor y un genoma core mayor. Este
hallazgo probablemente se deba a los sistemas bioinformaticos utilizados en los analisis.
En el estudio mencionado se utilizaron dos aplicaciones bioinforméaticas distintas para
determinar el pangenoma: Roary, el mismo usado en la presente investigacion, y Panaroo
(Tonkin-Hill et al., 2020). Los autores indican que, utilizando su set de datos, Roary
sobreestimo6 el tamafio del pangenoma (32802 genes), con una concomitante disminucion
en el porcentaje del genoma core (del 12.8% determinado con Panaroo a 3.9%). Esto es
atribuible a que Panaroo identifica posibles errores de ensamblaje y anotacién durante la
generacién del pangenoma, disminuyendo el porcentaje de genes por genoma. Es
probable entonces que el pangenoma determinado por Roary en el presente estudio
contenga algunos genes que en realidad representan anotaciones erroneas, o
identificados a partir de errores de ensamblaje, generando un valor mayor al verdadero.
La documentacién de Panaroo fue publicada recientemente, por lo que no pudo ser

utilizado en el presente proyecto.

Los resultados del analisis pangenémico por Roary también ilustran que las cepas del
Clado C-I analizadas poseen una importante cantidad de secuencias que no se
encuentran en las demas analizadas. Esto se evidencia en la reduccion considerable en el

tamafio absoluto (6239) del pangenoma de la especie que resulta de la sustraccion de las
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CDSs presentes en las cepas del Clado C-I del juego de datos completo. Este valor ilustra
ademas la variabilidad presente en el clado y su divergencia con respecto a los otros

incorporados en el andlisis.

Como se ilustra en la Figura 9, las CDSs compartidas entre las cepas C-I, pero ausentes
en las demas, tienen funciones relacionadas con el metabolismo, la transduccién de
sefales y la transcripcion. Todas estas funciones son tipicas del genoma accesorio y se
suelen relacionar con vias metabdlicas que no son esenciales, pero otorgan a las cepas
que las poseen ventajas, como la adaptacion a nuevos nichos ecolégicos o la
colonizacion de nuevos hospederos (Medini et al., 2005). Esto es esperable considerando
que C. difficile muestra especiacion simpétrica, lo que implica adaptacion a diferentes
nichos ecolégicos y habitats, tales como agua, suelo, alimentos y el tracto gastrointestinal
de diversas especies de animales. Es probable, entonces, que las secuencias
identificadas le permitan a las cepas del Clado C-I adaptarse a nichos distintos a los
ocupados por las de las cepas de los Clados 1-5; incluso se ha hipotetizado que las cepas
de los Clados C-I a C-lll podrian ser caracteristicas de muestras ambientales (Janezic et
al., 2016). Considerando que todas las cepas del Clado C-I analizadas en el presente
trabajo corresponden a aislamientos realizados a partir de heces de pacientes diarreicos,
y cinco de estos poseen potencial toxigénico, esto no implica que no sean capaces de
colonizar o infectar huéspedes humanos, aunque quizas a través de mecanismos

idiosincraticos que merecen ser explorados.

Identificacion de secuencias firma:

Todos los métodos utilizados para la identificacién de secuencias firma encontraron
multiples secuencias nucleotidicas estadisticamente asociadas con el Clado C-l, sin

embargo, no todas fueron compatibles con el propésito de la investigacion.

DBGWAS permiti6 la identificacion de 111 componentes con valor de g menor a 0,05. Al
proceder con la extraccion manual de los unitigs significativos presentes en todas las
cepas del grupo de inclusién, ausentes en el grupo de exclusiéon y de al menos 100pb de
longitud (considerando que pudieran ser amplificables por PCR), se encontré que
generaban hits con altos puntajes con secuencias presentes en otras cepas de C. difficile
(ver Anexo VI). DBGWAS generé ademas un componente de tamafio inmanejable por el
maédulo que genera las visualizaciones (289709 unitigs), por lo que no fue posible extraer

la secuencia de los nodos significativos. Es probable que este componente contenga
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secuencias caracteristicas del grupo, dada su magnitud, lo cual representa una pérdida
importante de secuencias que posiblemente podrian haber sido Gtiles. Es importante
aclarar que sélo recientemente se agrego la generacion de resultados en forma de texto,
lo cual evita esta limitante y facilita considerablemente la extraccion de resultados de

forma automatizada.

Por otro lado, al correr Neptune con parametros predeterminados no se identifico ninguna
secuencia firma con 100% de especificidad y sensibilidad. A pesar de lo anterior, se
procedio a realizar BLASTn contra la coleccion del NCBI mencionada de las mejores
cinco secuencias nucleotidicas identificadas con base en el puntaje establecido por la
aplicacion (ver Anexo lll), encontrando nuevamente hits que hacian match de alto puntaje
con otras cepas de C. difficile y otras especies bacterianas.

Lo anterior indica que los métodos mencionados no son apropiados para identificar
secuencias firma susceptibles a ser amplificadas por PCR en el set de datos utilizado.
Esto puede deberse a que ambos sistemas de identificacion estan basados en k-mer, por
lo que se especializan en detectar secuencias exactamente iguales en el grupo de
inclusién y distintas en al menos 1pb a las presentes en el grupo de exclusién. Quiza dada
la alta variabilidad genética presente en esta especie, estos métodos parecen haber
identificado muchas secuencias que tienen pequefas diferencias, como SNPs o
inserciones y deleciones de nucledtido simple. A pesar de que estas variantes podrian ser
de interés para otro tipo de estudio, tales como los de asociacion de genoma completo, no
son tan Utiles para el disefio de métodos de diagnéstico molecular, pues es poco probable
encontrar cebadores especificos para las mismas, que no generen amplificacion

inespecifica en las variantes presentes en el grupo de exclusioén.

Al consolidar los resultados obtenidos mediante el uso de Anvi'o, Scoary y treeWAS, se
identificaron multiples CDSs presentes en todas las cepas del Clado C-l y ausentes en el
grupo de exclusion, que no generaron hits significativos al compararlas por BLASTn con la
base de datos de coleccion de nucleétidos del NCBI (ver cuadro I1l). Estas secuencias son
entonces, teéricamente, apropiadas para disefiar un método de identificacion molecular
basado en ellas. De estas, IsrF, dhaK y crcB fueron identificadas como parte del genoma
core del Clado C-I, y sus funciones COG se encontraron enriquecidas en este grupo, lo
cual refuerza su importante relacion con las cepas del clado. El hecho de que mdltiples de

estas secuencias posean altos indices de homogeneidad geométrica es apropiado,
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considerando que el método de identificacidén por disefiar se basa en amplificacién de

acidos nucleicos.

En E. coli, IsrF codifica para una tiolasa dependiente de coenzima A que cataliza el paso
final de la degradacion del autoinductor-2 de sefal de quorum sensing, interfiriendo con la
comunicacion de otras especies (Marques et al., 2014). En C. difficile, la produccién del
autoinductor-2 se ha relacionado con la generacion de biopeliculas importantes para la
adherencia y colonizacion intestinal (Slater, Frost, Jossi, Millard, & Unnikrishnan, 2019)
asi como con la expresion de genes de virulencia (Lee & Song, 2005). El hecho de que
las cepas del Clado C-I codifiquen este gen conlleva la interesante posibilidad de que
tengan la capacidad de interferir con el quorum sensing y la expresion de factores de
virulencia de las cepas de los Clados 1-5. Esto podria ser verificado en ensayos de
cocultivo de cepas de ambos grupos, comparando el crecimiento y produccion de toxinas
de aquellas de los Clados 1-5 en estas condiciones y en monocultivo. De observarse un
efecto, podria comprobase que fuera ocasionado por la eliminacion del autoinductor-2
realizando otro experimento similar, pero con cepas de C. difficile mutantes para el gen
luxS, las cuales son incapaces de sintetizar el autoinductor-2 y por tanto no deberian

verse afectadas.

En E. coli, el gen dhaK codifica para una subunidad cataliticamente activa de una
dihidroxiacetona quinasa que utiliza un sistema fosfoenolpiruvato carbohidrato
fosfotransferasa como fuente de energia. Este gen es parte de un operdn que contiene
ademas el gen dhal, que codifica para otra subunidad con la misma funcién, y el gen
dhaM o ptsD, que codifica una proteina de sistema fosfotransferasa (PTS) de fusion
tripartita (Deutscher, Francke, & Postma, 2006). Se ha observado gue las subunidades
DhaK y Dhal se unen al factor de transcripcion DhaR, que interviene en el metabolismo
de la dihidroxiacetona, funcionando como correpresor y coactivador respectivamente
(Bachler, Schneider, Bahler, Lustig, & Erni, 2005). Roary identific6 dos conglomerados de
genes paralogos (uno con 7 secuencias, otro con 3) y una secuencia Unica anotados
como dhal, presentes Unicamente en cepas del Clado C-I. Estos resultados, aunados al
hecho de que la funcion COG dihidroxiacetona quinasa fue determinada como parte del
genoma core de las cepas del Clado C-I, sugiere que las cepas C-I podrian tener un

sistema regulador similar al descrito en E. coli.

El gen crcB fue inicialmente identificado en E. coli y se relacion6 con resistencia al

alcanfor y condensacion cromosomal (Hu et al., 1996). Posteriormente, este gen se ha
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implicado en resistencia al fluoruro en diversos organismos, hipotetizandose que la
proteina que codifica se trata de un transportador de eflujo para este ion (Li et al., 2013).
Mas recientemente se ha demostrado tal efecto en Enterobacter cloacae FRM (Liu et al.,
2017). La expresién de este gen en las cepas del Clado C-I podrian conferir tal
resistencia, la cual seria una ventaja con respecto a las cepas de los Clados 1-5, pues el
fluoruro es ubicuo en el ambiente y tiene efectos antibacterianos importantes (Nelson,

Plummer, Blount, Ames, & Breaker, 2015).

Ademas de las secuencias anteriores, la presencia de reguladores transcripcionales,
como LsrR y de familia MerR, y una proteina de sistema de transporte ABC, refuerzan la
nocion de que multiples de las secuencias firma identificadas en las cepas del Clado C-
pueden representar adaptaciones para nichos ecoldgicos distintos, o ventajas con
respecto a otras cepas de la misma especie.

Diserio v validacion del ensayo de PCR:

Utilizando Primer-BLAST se encontraron multiples pares de cebadores especificos para
ocho de las secuencias firma reportadas anteriormente (ver cuadro IV). Segun los criterios
establecidos en la metodologia se eliminaron aquellos pares de cebadores que: a)
tuvieran contenido GC menor al 40%, dado que esto disminuye la interaccion entre estos
y la secuencia molde, b) tuvieran grandes diferencias de Tm entre ambos cebadores,
dado que esto dificulta la seleccién de una temperatura de alineamiento en el ensayo de
PCR que permita una union simultanea de ambos oligonucleétidos del par a la secuencia
molde, ¢) tuvieran Tms con diferencia de mas de 2°C con respecto al procedimiento
descrito por Miller y colaboradores (2010), dado que se pretendia que fueran utilizables
como parte de un esquema multiplex y d) aquellos que tuvieran autocomplementariedad
elevada, particularmente en el extremo 3’, dado que esta favorece la amplificacion de

dimeros de cebador.

A pesar de esto, se mantuvo una alta cantidad de pares de cebadores factibles, pero
similares entre si. Por lo anterior se decidi6 seleccionar los mejores 7 candidatos que
amplificaran secuencias considerablemente distintas, para hacer un segundo cribado
basado en las caracteristicas termodinamicas predichas de los posibles dimeros de
cebador y del amplicon esperado (cuadro V). En términos generales, las posibles
estructuras identificadas no representaban un detrimento importante para su aplicacion en

ensayos de PCR, dado que los posibles dimeros de cebador tenian Tms bajos y las
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estructuras secundarias del amplicon esperado no bloqueaban su extremo 3’ (sitio de

unién de la ADN polimerasa) y/o tenian también Tms bajos.

PCR de punto final:

Los resultados de los ensayos de PCR punto final (ver Anexo VII) mostraron que los pares
de cebadores identificados como 110, 114 y 161 amplifican fragmentos de ADN de los
tamafios esperados en presencia de ADN gendmico de cepas del Clado C-I, demostrando
que podrian ser Utiles para discriminar la pertenencia de un microorganismo a este grupo,
basandose en una metodologia sencilla, rdpida y econdémica. Los valores de especificidad
obtenidos en este ensayo, particularmente para los cebadores 110 y 114, fueron
elevados, comparables incluso con los reportados para los inmunoensayos de la enzima
glutamato deshidrogenasa utilizados como pruebas rapidas de diagnostico de la CDI
(Arimoto et al., 2016). Por otro lado, se obtuvo una sensibilidad del 100% para todos los
cebadores ensayados, el cual es el maximo valor posible, pero determinado con una

pequefia cantidad de cepas.

Llama la atencién que la cepa LIBA-7110, perteneciente al Clado 3 de C. difficile, haya
sido positiva para todos los cebadores seleccionados como especificos. Estos resultados
podrian sugerir que la determinacién de la cepa como miembro del Clado 3 es incorrecta,
sin embargo, su designacién fue confirmada utilizando la base de datos de PUbMLST, la
cual clasificé la cepa como ST5 del Clado 3. Es importante recalcar que si bien el analisis
filogenético por MLST es ampliamente utilizado en esta especie (Griffiths et al., 2010) no
es inequivoco (X. Wang et al., 2018), por lo que este resultado no implica necesariamente
gue la cepa 7110 no sea filogenéticamente mas cercana al Clado C-I que otras cepas del
Clado 3, compartiendo algunos genes enriquecidos en dicho clado. A raiz de lo anterior se
realizaron BLASTn comparando las secuencias blanco de los cebadores probados contra
el genoma completo de la cepa 7110, sin embargo, no se encontraron generaron hits
significativos entre ambos, restando credibilidad a esta hipotesis. Como método adicional
para aclarar las dos interrogantes anteriores, se realizé un nuevo analisis de Roary
incluyendo los 77 genomas utilizados en el estudio y el genoma de la cepa 7110. Este
andlisis determiné nuevamente que las CDSs blanco sélo se encuentran en las cepas del
Clado C-I. Podria entonces suponerse que la amplificacion se debe a que existan en el
genoma de la cepa 7110 sitios de union para los pares de cebadores probados, que no

corresponden a las secuencias identificadas como blanco en las cepas C-I. Para
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comprobar esta hipétesis se mapearon las secuencias de los cebadores al genoma
completo de la cepa 7110 utilizando la herramienta PrimerMap (Stothard, 2000), sin

embargo, no se reportaron sitios de unién.

Dado lo anterior es probable que los resultados observados se deban a cierto nivel de
union inespecifica con secuencias similares a las que amplifican los cebadores. Lo
anterior se refuerza por el hecho que en todos los ensayos la banda observada para la
cepa 7110 es considerablemente mas tenue que la del control positivo (ver anexo VI,
paneles c, d y e), a pesar de que el ADN de la primera se utilizé a una concentracion poco

mas de tres veces mayor.

gPCR usando células completas (cultivos puros):

El punto de corte de Ct=35 (sobre el cual el resultado se considera negativo) para los
ensayos de gPCR para todos los cebadores probados fue seleccionado con base en la
premisa de que dicho resultado se obtendria para muestras con una unica copia de la
secuencia blanco (suponiendo una eficiencia de amplificacién del 90%-100%). Dado que
los ensayos se realizaron con SYBR® Green, el cual se une al ADN doble banda de forma
inespecifica, es probable que los valores de Ct superiores al punto de corte observados al
agregar ADN extraido a partir de cepas no C-l cultivadas en medio liquido (ver cuadro VII)
correspondan a amplificaciéon por formacién de dimeros de primer o unién inespecifica, la
cual es menos eficiente. Considerando que los controles negativos consistentemente no
alcanzaron el punto de corte en este, y los otros ensayos de PCR tiempo real,
probablemente se trate del segundo caso descrito. Esta idea es reforzada por el hecho
que, en el mismo ensayo, a concentraciones similares o0 menores de ADN, las reacciones
con ADN de las cepas C-I mostraron Cts cercanos a 20, evidenciando una mejor

amplificacion.

En el ensayo mencionado anteriormente, los cebadores 114 y 161 mostraron una
especificidad y sensibilidad del 100% utilizando el punto de corte establecido. Si bien es
cierto que dichos valores fueron calculados a partir del ensayo con un nimero restringido
de cepas, particularmente pertenecientes al Clado C-1 (n=4), sugieren que ambos juegos
podrian ser utilizados como una herramienta sencilla y fidedigna para contribuir a la
clasificacion filogenética de aislamientos de C. difficile. Dado que el perfil de temperatura
utilizado es similar al utilizado en el protocolo descrito por Miller y colaboradores (Miller et

al., 2010), tedricamente podrian incluirse en alguna de las reacciones multiplex
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presentadas por esos autores, con lo cual se ampliaria el rango dinamico de deteccion sin

incrementar la complejidad logistica en el costo del ensayo.

A pesar de mostrar una sensibilidad del 100% en el mismo ensayo, la especificidad
calculada para los cebadores 110 fue apenas de un 60%, la cual es muy baja y los
excluye de ser considerados como una herramienta diagnéstica. A la luz de lo discutido
sobre el ensayo de PCR de punto final para la cepa 7110, la seleccién del punto de corte,
y la cantidad de ADN utilizado en la reaccién, es posible suponer que los valores de Ct
observados para las cepas 7110 y 6291 (ver cuadro VII) corresponden también a
amplificacion inespecifica, por lo que no invalidan el supuesto de que la secuencia
utilizada para disefiar los cebadores (crcB) es firma de las cepas C-I. Lo anterior se
evidencia en que, por ejemplo, el ADN de la cepa 7110 se utiliz6 a una concentracion en
reaccion de 0,51 ng/ul y gener6 un Ct de 30, mientras que la cepa 6822 se emple6 a una
concentracion en reaccion de 0,054 ng/ul mostrando un Ct de 19,4, lo cual muestra una
mejor amplificacién en el segundo caso. Es probable que exista entonces alguna
secuencia lo suficientemente complementaria al par de cebadores en las cepas 7110y

6291 que genere la amplificacion observada.

No se observé amplificacién en ninguna de las reacciones con ADN de cepas del Clado
C-l usando los cebadores 195. Por esta raz6n, aunado el hecho de que los otros
cebadores disefiados para las secuencias firma identificadas mostraron valores elevados
de sensibilidad y especificidad, se decidié no proseguir con mas ensayos para los
primeros. Es probable que estos resultados negativos se deban a variables analiticas mas
que de disefio, tomando en cuenta que los cebadores 195 amplificaron los productos
esperados en el ensayo de PCR de punto final (ver figura 9). Es por tanto probable que
modificando las condiciones de la qPCR se podria estandarizar su uso como prueba de
identificacion de C. difficile del Clado C-I, a pesar de que en el presente no se realizé, a la

luz de limitaciones de recurso econémico y temporal.

gPCR con ADN extraido a partir de heces:

El Cuadro VIII demuestra que los cebadores disefiados no generan amplificacién en
ensayos de PCR tiempo real al analizar heces de pacientes diarreicos negativos para C.
difficile. Esto es relevante para los objetivos del proyecto, ya que demuestra que no se
generan resultados falsos positivos en el ensayo, lo cual da pie a su uso para identificar la

presencia de cepas de C. difficile del Clado C-I en esta matriz compleja. Ademas, al no
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requerirse el cultivo, los cebadores podran ser utilizados como parte de un sistema
diagnéstico en una mayor cantidad de laboratorios clinicos, dado que el aislamiento de
bacterias anaerobias es complejo y requiere de equipo y personal que muchas veces no
se encuentra disponible en clinicas u hospitales del pais. Esto implica también que el
costo de implementar y utilizar el ensayo en centros de salud donde se cuenta con equipo

de gPCR seria reducido.

dPCR con ADN extraido a partir de muestras inoculadas:

En el ensayo de gPCR usando ADN extraido a partir de heces inoculadas con ADN de
cepas del Clado C-I (ver cuadro IX), los cebadores 110, 114 y 161 mostraron
sensibilidades mucho menores que en los ensayos anteriores. Considerando que las
cepas utilizadas para la inoculacién dieron lugar a resultados positivos utilizando ADN en
cultivo, no seria légico suponer que estos resultados se tratan de falsos negativos por
errores de disefio de los cebadores, sino que estos se generaron a raiz de las diferentes
condiciones experimentales. Es probable que, durante el paso de extraccion, el ADN
inoculado al encontrarse libre en el medio se haya degradado considerablemente, al
exponerse al buffer de extraccién y altas temperaturas. Cabe aclarar que este ensayo no
refleja realmente las condiciones en que se pretende utilizar los cebadores, dado que la
idea es detectar ADN que se encuentra en las esporas o células vegetativas de C. difficile
y no ADN libre en las heces. Por lo anterior, estos resultados no invalidan la utilidad del

sistema propuesto.

En el ensayo con ADN extraido a partir de heces inoculadas con cultivos de C. difficile
(ver cuadro X) se observaron Cts por debajo del punto de corte de 35 para las muestras
inoculadas con cepas del Clado C-I. Esto demuestra que a concentraciones de ADN
similares a las utilizadas en los ensayos anteriores si es posible observar amplificacion lo
que sugiere que el factor de peso es la presencia o ausencia de la secuencia blanco en la
reaccion. En este grupo de ensayos, los cebadores 114 y 161 obtuvieron sensibilidades y
especificidades del 100%, los cuales son incluso superiores a los reportados para
ensayos disponibles comercialmente que identifican otras cepas de la misma especie en
heces (Shin et al., 2012).

En el mismo ensayo, el par de cebadores 110 mostré una sensibilidad bastante menor
gue los otros dos mencionados (33%). Por si solos, estos resultados podrian llevar a

pensar que lo anterior se debe a que no existia suficiente ADN de la cepa C-l en las
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reacciones para que la sefial se reconociera, dado que este no fue cuantificado
directamente, sino que se cuantificd el ADN total extraido a partir de la muestra de heces
inoculada. Esto es poco probable, dado que los otros dos cebadores ensayados si
generaron amplificacién a Ct menor al punto de corte utilizando las mismas muestras
inoculadas con cultivos de cepas del Clado C-I, e incluso el par 114 amplifica una
secuencia en el mismo gen (crcB) que el par 110. Probablemente estos resultados se
deban a que las cepas que no generaron amplificacion antes de alcanzar el punto de
corte tengan variantes en la secuencia blanco para el par de cebadores 110, provocando
una menor interaccion entre ambos, y una menor amplificacion. Como se observa en el
cuadro VI, el cebador forward del par 110 se une a una secuencia que, comparando las
secuencias de las 10 cepas analizadas para la identificacion de las secuencias firma,
posee 4 sitios variables, lo cual podria explicar la diferencia observada. A partir de los
resultados anteriores, y de forma similar a lo propuesto anteriormente con respecto a su
uso para clasificacion de aislamientos, no se recomienda utilizar este par de cebadores
para identificar la presencia de cepas de C. difficile del Clado C-I en heces de pacientes

diarreicos.

gPCR con cebadores para el gen tcdB:

En el ensayo de qPCR con ADN extraido a partir de cultivos, los cebadores disefiados
para el gen tcdB mostraron un 100% de sensibilidad (ver cuadro Xl), lo cual es apropiado
para los fines metodolégicos planteados. Al contarse con otros dos cebadores que
mostraron una especificidad del 100% en la deteccidn de la presencia de ADN de cepas
del Clado C-I, los cebadores para el gen tcdB cumplen la funcién de determinar si las
cepas del clado presentes en una muestra tienen o0 no potencial toxigénico, y por tanto
podrian causar CDI. Para tal propésito es Util disponer de un ensayo altamente sensible,
que identifique la mayor cantidad posible de ensayos positivos, dado que los falsos
positivos serian identificables al corroborar que los cebadores 114 o 161 no generan
amplificacién, como sucedi6 con las cepas 6291, A-B+y 7110, las cuales podrian
suponerse como C. difficile toxigénicas de otros clados. Al respecto, es importante
mencionar que PrimerMap no mostro sitios de unién para los cebadores disefiados, lo
cual, en conjunto con los valores altos de Ct obtenidos para las cepas 6291 y 7110,

podrian sugerir que la amplificacion observada corresponde a unién inespecifica y
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descarta el uso de estos cebadores como método para identificar la presencia del gen

tcdB de otros clados de C. difficile en una muestra, sea de heces o cultivo puro.

Los valores de Ct obtenidos al utilizar ADN extraido de la cepa A-B+ fueron comparables
a los de algunas cepas del Clado C-I, sin embargo, no fue posible verificar la presencia de
sitios de unién en su genoma para los cebadores dado que este no esta disponible. No
obstante, algunos alelos de tcdB de las cepas Clado C-I codifican toxinas variantes como
las sintetizadas por las cepas A-B+ (Ramirez-Vargas et al., 2018), por lo que podria existir

cierto nivel de reactividad cruzada.

Al ensayarse con ADN extraido a partir de heces inoculadas con cultivos de C. difficile, los
cebadores disefiados para el gen tcdB mostraron una sensibilidad del 66% (ver cuadro
XIl). Interesantemente, no se observé amplificacion en ninguna de las reacciones con
ADN extraido a partir de la cepa MX-149 del Clado C-I. Esta cepa posee un gen tcdB con
una secuencia notablemente distinta (datos no mostrados), por lo que posiblemente
escapa a la deteccién. Esta es una limitante importante del método propuesto, dado que
es posible que otras cepas de este clado presenten secuencias de tcdB divergentes lo
gue generaria falsos negativos en cuanto a la prediccién de capacidad toxigénica. Estos
resultados se presentarian con una frecuencia incierta, dado que se desconoce cuan
abundantes son estos alelos variantes en la poblacién. Seria posible verificar si las cepas
identificadas con los cebadores 114 y/o 161 son toxigénicas mediante cultivo toxigénico y
analisis de neutralizacién de citotoxicidad celular, sin embargo, esto incurriria en costos y

tiempos de espera mayores.

El limite de deteccién para ADN extraido a partir de cultivos puros observado en el ensayo
de PCR tiempo real realizado con diluciones seriadas para los cebadores 114 y los
disefiados para el gen tcdB fue de 0,0000165 ng/ul, lo cual corresponde a 3,56 copias de
ADN cromosomal completo (asumiendo un largo de 4,3 Mpb) por microlitro de reaccion
(ver Figura 10). Estos valores son cercanos a los reportados para ensayos similares de
identificacion de otras especies y medios a partir de cultivo. Es importante aclarar que
este valor es una aproximacioén, dado que para ser estadisticamente valido se deben
realizar al menos 6 réplicas de cada concentracion (Kralik & Ricchi, 2017), lo cual no pudo
realizarse debido a limitaciones de recurso econémico y tiempo. De hecho, es probable
que la amplificacion observada a Ct 30 (late call) en la reaccidn utilizando ADN diluido a

razén 1/10000000 con los cebadores para el gen tcdB se trate de un resultado falso
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irrepetible estadisticamente, dada la muy baja concentracion de ADN que se encuentra en

la reaccion.

Propuesta temporal de algoritmo diagnéstico:

A partir de los resultados obtenidos en los ensayos de PCR tiempo real y su discusion, se
propone el siguiente algoritmo para determinar la presencia de C. difficile del Clado C-I en

heces de pacientes diarreicos.

)

Ensayo PCR tiempo real
con cebadores 114

|

Positivo Negativo
Ensayo PCR tiempo real Ensayo PCR tiempo real
con cebadores para fcdB con cebadores 161
| |
N\ N 2 N
Positivo Negativo Positivo Negativo
Punto final .
Paciente con Cultivo E’UI'I_totfln_a|
C. difficile del clado toxigénico aciente sin
C-| con potencial < nl'.'chﬂgc:el
toxigénico SEnlD &
|
2 N
Positivo Negativo
Punto final Punto final
Paciente con Paciente con
C. difficile del clado C. difficile del clado
C-l toxigénica C-I no toxigénica

Figura 11. Algoritmo propuesto para determinar la presencia de cepas de C. difficile del
Clado C-I, toxigénicas o no, en heces de pacientes diarreicos con sospecha de CDI. Se

representan los métodos a utilizar en gris y los puntos finales en azul.
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El algoritmo propuesto permite discernir la presencia de cepas del Clado C-l en muestras
de heces utilizando uno o dos de los pares de cebadores disefiados para secuencias
firma identificadas en el presente proyecto. Se recomienda utilizar primero uno de los dos
cebadores, en lugar de ambos en paralelo, pues mostraron sensibilidades y
especificidades del 100% en este ensayo, por lo que el resultado positivo para uno de los
cebadores seria suficiente para confirmar que la cepa pertenece a este clado. Se
establece como primer paso utilizar el par 114 dado que mostré un menor limite de
deteccién. Se recomienda utilizar el segundo par como un mecanismo alternativo de
confirmacion, en el caso hipotético de que la presunta cepa C-I presente en las heces
tenga algun(os) SNPs en el gen crcB con respecto a las cepas analizadas que impida su
amplificacion y por ende genere un resultado falso negativo.

De forma adicional a los objetivos planteados se incluye la determinacion del potencial
toxigénico de la cepa en el ensayo, mediante una reaccion de PCR en tiempo real con los
cebadores disefiados para el gen tcdB. Este paso extra le da un mayor potencial de uso a
nivel clinico al algoritmo propuesto, dado que podria llevar a la identificacion de casos de
CDI por cepas del Clado C-I toxigénicas, lo cual, a la fecha, no es posible utilizando los
métodos disponibles en laboratorio clinico. S6lo en caso de que este cebador mostrase
resultados negativos en pacientes con sospecha de CDI y presencia de C. difficile del
Clado C-I determinada por alguno de los otros dos cebadores presentados seria
necesario utilizar cultivo toxigénico o un ensayo de neutralizacion de citotoxicidad para
determinar la expresion de las toxinas por parte de la cepa del Clado C-l y asi confirmar el
caso. Como se mencioné anteriormente, también existe la posibilidad de disefiar otro
juego de cebadores para detectar el gen tcdB de la cepa MX-149 y similares, lo cual
permitiria identificar estos resultados falsos positivos, disminuyendo la necesidad de

realizar otro tipo de ensayos.

Es importante recalcar que la presencia de C. difficile con potencial toxigénico en las
heces de un paciente, detectada por NAATS, no necesariamente implica que se trate de
un caso de CDI, dado que en estos no se detecta directamente la produccion de la toxina
(Peng et al., 2018). Asi mismo, existe cierto porcentaje de individuos colonizados por C.
difficile que no presentan CDI, los cuales tampoco podrian ser distinguibles por el ensayo.
Por esta razon, al igual que con otras pruebas NAAT para este patdgeno, es importante

Su uso Unicamente en pacientes en los que se sospecha la enfermedad, de forma tal que
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no se sobrediagnostique la condicidn e incurra en costos innecesarios por tratamiento u

hospitalizacién (Polage et al., 2015).

Ademas del uso anterior, el algoritmo descrito puede ser aplicado con los mismos pasos,
pero a partir del ADN extraido de cultivos puros de C. difficile para determinar si la cepa
en cuestion pertenece al Clado C-1 y es toxigénica. Esta posible aplicacion permitiria tal
tipificacion por medio de un ensayo relativamente mas sencillo y econémico que el
ribotipado o MLST.

Consideraciones finales vy limitaciones:

Este trabajo valida el uso de pangendmica para identificar secuencias firma para su
posterior uso en métodos de identificacion de microorganismos especificos en una matriz

compleja o su caracterizacion filogenética.

Utilizando un procedimiento relativamente sencillo y accesible se identificaron multiples
secuencias candidatas, para las cuales se disefiaron cebadores especificos que las
amplifican de forma exitosa. A pesar de que no se disefiaron cebadores para todas las
secuencias posibles, y de que solamente se ensay6 un subgrupo de los cebadores
identificados en ensayos de PCR tiempo real, se obtuvo un algoritmo funcional y
operativo, sin que esto implique que sea el éptimo. Existe aun en los resultados un
reservorio de opciones disponibles para, en un futuro caso hipotético, disefiar un nuevo
método diagndstico con objetivos similares. De hecho, el procedimiento bioinformatico
aqui seguido podria ser usado para identificar cualquier otro tipo de secuencias firma en

cualquier bacteria.

Dado que los ensayos basados en NAAT son costo-efectivos, este procedimiento podria
ser (til para disefiar nuevos ensayos que mejoren la capacidad diagndstica o de
identificacion de agentes causales de enfermedades infecciosas que afectan a paises o
poblaciones con menos recursos econémicos que los requeridos para aplicar otros
métodos de mayor costo. Los cebadores disefiados también podrian ser utilizados para
mejorar métodos diagnosticos ya existentes, lo cual favorece su transferencia desde el
laboratorio de investigacion al laboratorio clinico, eludiendo la generacion de un
procedimiento completamente nuevo y los costos que esto conlleva. Seria posible,
ademas, que este tipo de metodologia sea usada para desarrollar métodos de deteccién

de patdgenos, u otros organismos de interés, en otras matrices complejas, como agua o
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suelo, ajustando la especificidad de los cebadores disefiados y los métodos de extraccion
de ADN.

La metodologia utilizada, y por tanto los resultados obtenidos en el presente proyecto,
estan sujetos a ciertas limitaciones. En primer lugar, se encuentra la escasa disponibilidad
de genomas para incluirse en la investigacion. Si bien para el 30 de septiembre de 2020 la
base de datos de genomas del NCBI incluia 2345 ensamblajes de C. difficile, pocos de
ellos se acompafaban de informacion sobre su clasificacion filogenética. En el presente
estudio se incluyeron 10 cepas del Clado C-I, un numero limitado, pero el materialmente
posible considerando Unicamente aquellas cepas debidamente reportadas y clasificadas
cladisticamente en estudios previos. Alternativamente se podria haber buscado genomas
de esta especie cuya clasificacién cladistica fuera desconocida y realizar la clasificacion
utilizando métodos bioinformaticos, con el fin de encontrar genomas adicionales del Clado
C-1. Esta opcién hubiera sido altamente demandante en términos de tiempo y poder
computacional, y no garantiza que genomas con estas caracteristicas se hubieran
encontrado, dado que podrian no existir en esta base de datos. Dada esta limitante, es
posible que existan cepas del Clado C-I que no tengan en su genoma las secuencias
identificadas como firma en el presente andlisis, lo cual generaria resultados falsos
negativos. A pesar de lo anterior, debido a los elevados valores de ANI obtenidos entre
las cepas del Clado C-I (ver figura 6) y a que el gen blanco para el cebador 114 (crcB) fue

identificado como core en este grupo, esta opcidn es poco probable.

En lo referente a las pruebas en “wet lab”, los cebadores 114 y 161 mostraron valores del
100% de especificidad y sensibilidad para determinar la presencia de cepas de C. difficile
del Clado C-I en heces de pacientes diarreicos, asi como en la capacidad de discernir si
una cepa aislada en cultivo pertenece o no al mismo clado. Los cebadores para el gen
tcdB disefiados también mostraron una buena capacidad en discernir si dichas cepas, sea
en heces o en cultivo, tienen potencial toxigénico o no. Lo anterior sugiere que podrian
utilizarse en la practica clinica para ayudar en el diagndstico de la CDI, en aquellos casos
donde el cuadro clinico genera sospechas de la enfermedad, pero los ensayos de
laboratorio normalmente utilizados para su diagnéstico muestran resultados negativos o
contradictorios. Aln asi, los resultados representan una “prueba de concepto”, y seria
necesario complementar con varios pasos antes de que los productos de la investigacion

puedan ser aplicados en la practica clinica.
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Primeramente, a pesar de que se aproximo el limite de deteccién en el ensayo de PCR en
tiempo real, esto se hizo utilizando ADN extraido a partir de cultivos puros, por lo que
fueron expresados como ng/ul. La aplicacion de los cebadores para realizar la deteccion
de la bacteria en heces a nivel clinico requiere de la determinacion del limite de deteccion
del ensayo expresado como UFC/volumen inoculado, de forma que se compruebe si es
posible registrar la presencia de la bacteria en cantidades similares a las que se espera
gue tengan los pacientes afectados por CDI. Este factor es reconocido como una fuente
potencial de resultados falsos negativos en ensayos comercialmente disponibles (Murad
et al., 2016), por lo que mostrar un limite de deteccidn “aceptable” seria clave para

confirmar la utilidad del ensayo en el contexto clinico.

Otro aspecto que podria mejorarse con respecto a la metodologia descrita es que a pesar
de que en el proyecto se utiliz6 SYBR® Green para la deteccién, seria recomendable
utilizar sondas Tagman® para los amplicones esperados. Este cambio permitiria discernir
la amplificacion de las secuencias esperadas de otras inespecificas, de forma tal que sea
posible distinguir ambos casos y evitar resultados falsos positivos. El uso de sondas
Tagman posibilitara ademas determinar la amplificacion del producto del cebador 114 y el
disefiado para el gen tcdB en una sola reaccion de PCR tiempo real, disminuyendo el
tiempo de espera del algoritmo propuesto. Por ultimo, el uso de esta tecnologia permitiria
cuantificar la cantidad de ADN de C. difficile toxigénico o no, lo cual correlaciona con la
cantidad de bacterias presentes en heces. Este factor puede ser clinicamente relevante

en ciertos casos de CDI.

Finalmente, los ensayos para determinar la sensibilidad y especificidad realizados tienen
un namero bajo de cepas presuntamente positivas (4) y un nUmero mayor, pero aun asi
limitado, de aquellas presuntamente negativas (>10). Tal nUmero es considerablemente
menor que el generalmente utilizado para validar una metodologia diagnéstica. Esta
limitante existe a pesar de que el estudio se realizé con el apoyo del LIBA, el cual es
referencia en el aislamiento, cultivo y tipificacién de C. difficile a nivel nacional, y de que
en nuestro pais se han aislado varias cepas pertenecientes al Clado C-I. Seria necesario
validar los resultados obtenidos con un nimero considerablemente mayor de cepas,
particularmente no pertenecientes al Clado C-I, y de muestras de heces para asegurar el
100% de sensibilidad y especificidad en los ensayos, o para determinar su verdadero
valor y si son aceptables para los fines planteados. Este tipo de ensayo a gran escala

posee un costo elevado, que dificilimente puede ser asumido por una institucién



académica, por lo que su realizacion probablemente requeriria del establecimiento de
alianzas con empresas u organismos similares, interesados en aplicar el ensayo

comercialmente.

72
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Capitulo VI: Conclusiones:

o Las cepas del Clado C-I de C. difficile pertenecen a un grupo genéticamente

divergente con respecto a las cepas de los Clados 1-5.

o Las 10 cepas del Clado C-1 de C. difficile contempladas en este estudio poseen al
menos 11 secuencias firma que se encuentran ausentes en cepas de los Clados

1-5 de la misma especie.

e Los cebadores identificados como 114 y 161 detectan por qPCR las cepas del
Clado C-I de C. difficile en cultivo y heces con un 100% de especificidad y

sensibilidad.
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Anexo l. ST, ribotipo de PCR, identificador de aislamiento, toxigenicidad, clado, fuente y fecha de aislamiento y numero de

corrida de secuenciacion de las cepas incluidas en el disefio experimental.
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ftp://ftp.ddbj.nig.ac.jp/ddbj_database/dra/fastq/ERA196/ERA196609/ERX206951
ftp://ftp.ddbj.nig.ac.jp/ddbj_database/dra/fastq/ERA196/ERA196609/ERX206952
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Anexo Il. Caracteristicas determinadas para los ensamblajes utilizados en el analisis bioinformatico.
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157
163

81
108

67

46
232

81

73

94

58

76

65
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173521
260756
476144
449016
561062
636671
302465

61756
361099
553695
479486
760660
424454
257085

248351
199569
164126
345532
210748
332953
730431
147403
281771
341447
269519
336078
345312
299261
220027

4250859
4298696
4420106
4036327
4233476
4248840
4072891

3989526
4234340
4138856
4084091
4242620
4058439
4109217

4207996
4175753
4133806
4060645
4051327
4218575
4021097
4169335
4114233
3975005
4156099
4174555
4088995
4122002
4218879

63788

93397
184826
157711
193689
217825
133573

9331
161034
264086
252510
210236
159377
165767

108491
63895
56980

128750
94526

171369

189689
32845

114294

141566

102669

140875
99523

168237
95132

20
16

11
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© o o o ©

13
21
22
10
15

40
13

14
10
12

43
42
48
46
70
64
40

26
12
41
37
56
55
50

27
24
18
20
20
20
23

24

15
15
20
22
26

92



OxB_HB2
1
LO60

OxI_WBC
201l
BF095I

ES248
Ox3196
Ox575

Leeds162
6
7721734

L045
HCD52
Q6
WA12
CDH5078
RPH118
RPH97
RPH128
RPH39

HBC-
277194
MX-152

HSJD-312

HSJD-
4347602
MX-149

100

ND
ND

ND

97x

73X
101x

104x

110x
88x
78X

187x

182x
68x
108x
109x
114x
58x
115x
82x
107x
78x
ND

ND
ND
ND

ND

84.954

83.794
91.063

91.408
90.856
96.676
97.146
94.146

94.203
93.242
90.143
90.636
89.126
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND

ND

777

871
47

41
43
33
135
123

94
367
56
53
79
37
53
84
124
57
45

47

67

51

77

871
47

41
43
33
135
123

94
367
56
53
79
37
53
84
124
57
45

47

67

51

74328

75452
491498

499227
485413
600926
164476
215730

181414
107551
379095
374077
375656
508295
312953
418389
476107
312959
690001

685047
4348004
624331

548772

4107222

3867303
4143635

4155714
4063748
4229769
3938943
3962127

3983504
4318185
3933621
4070913
4014078
4223384
4029548
4396193
4196179
4029418
4646655

4405448
4613922
4545301

4308731

7325

6141
204792

214487
160629
256979
50766
63957

81237

28640
167315
185315
114092
276272
162315
146899
244077
150650
228792

219616
4348004
22165

229199

158

183

26

33
29

28
27

11
11
43
41
52
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND

ND

24

32
14

17
18

10
18
21
24
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND

ND
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Anexo lll. Principales caracteristicas predichas y mejores hits de BLASTn de las secuencias firma del Clado C-l
identificadas y determinadas por Neptune.

NEPTUNE ‘ BLASTN
Identificador = Puntaje @ Frecuencia = Frecuencia @ Longitud = Mejor hit Puntaje Esperado Identidades @ Gaps
dela enelgrupo | en el grupo
secuencia de inclusion = de
exclusion
0.46 0.9523 0.9694 0.0171 2208 | Clostridium estertheticum 892 bits (988) 0 | 1243/1728 | 37/1728
subsp. estertheticum strain (72%) (2%)
DSM 8809, complete
genome
6.1993 0.9516 0.9537 0.0021 162 Clostridium butyricum strain = 156 bits (172) = 3.00E-34 = 131/161 0/161
CFSA3989 chromosome, (81%) (0%)
complete genome
7.3614 0.95 0.9698 0.0198 2278 | Romboutsia ilealis strain 820 bits (908) 0 | 1528/2214 | 65/2214
CRIB genome assembly, (69%) (2%)
chromosome: chrl
9.2737 0.9464 0.9775 0.0311 4219 Fusobacterium ulcerans 1114 bits 0 1390/1884 @ 47/1884
ATCC 49185 isolate (1235) (74%) (2%)
Fusobacterium ulcerans
81A6 genome assembly,
chromosome: 1
2.186 0.9452 0.9704 0.0252 2389 | Clostridioides difficile strain | 96.0 bits 2.00E-14 | 78/95 0/95
FDAARGOS_723 (105) (82%) (0%)

chromosome, complete
genome
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Anexo IV. Conglomerados de CDSs identificados por Scoary y TreeWAS como
exclusivos de las cepas del Clado C-l (sensibilidad y especificidad= 100%, p con
correccion de Benjamini Hochberg =1.21962e-11).

Nombre de

gen no
Unico

Anotacién

blal_2
crcB
csfT_1
csfu_1
dhaK

grupo_1175

grupo_14521
grupo_14523
grupo_14526
grupo_14568
grupo_14602
grupo_14632
grupo_14677
grupo_14682
grupo_14686

grupo_14693
grupo_14729
grupo_14730
grupo_14782
grupo_14794
grupo_14795
grupo_14797
grupo_14803
grupo_14821
grupo_14834
grupo_14855
grupo_14858
grupo_14859
grupo_14876
grupo_14922
grupo_14923
grupo_14950
grupo_14951
grupo_14954
grupo_14959
grupo_14986

fumA

terD3

cwpl3

feoAl

rmhB

rimM

spollP

cwp8

flgG1

Regulador transcripcional, represor de penicillinasa
Transportador de ion fluoruro predicho CrcB

factor sigma de funcién extracitoplasmatica csfT
factor sigma de funcién extracitoplasmatica csfU

Dihidroxiacetona quinasa dependiente de PTS, subunidad de unién a dihidroxiacetona
DhaK
Proteina canal de ion cloruro

Regulador de respuesta de dos componentes
Fumarato hidratasa clase |, subunidad A
Antiportador de droga/sodio predicho, familia MATE
Regulador transcripcional, familia GntR

Lipido quinasa predicha

Proteina hipotética

Aciltrasferasa predicha

Proteina de resistencia al telurio terD3

Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina de union a soluto extracelular de familia de
aminoacido

Proteina de uni6n a pared celular predicha cwp13
Lipoproteina predicha

Proteina transportadora de hierro ferroso
Proteina hipotética

Ribonucleasa HIl (ARNasa Hll)

Proteina procesadora de ARN 16S RimM
Proteina de superfamilia de radical SAM predicha
Proteina de esporulacion de etapa Il P

Peptidasa dependiente de metal predicha
Proteina predicha

Proteina hipotética

Proteina predicha

Proteina dominio cupina

Amidohidrolasa predicha, familia M20D

Proteina hipotética

Fosfozicar isomerasa predicha

Proteina de membrana predicha

Proteina de union a pared celular cwp8

Proteina de biosintesis de polisacéarido predicha
Regulador transcripcional, familia LysR

Proteina de complejo de cuerpo gancho-basal flagelar FIgG1



grupo_14987
grupo_14990
grupo_14991
grupo_14996
grupo_14997
grupo_14999
grupo_15004
grupo_15013
grupo_15016
grupo_15018
grupo_15056
grupo_15062

grupo_15069
grupo_15073
grupo_15079
grupo_15090
grupo_15100
grupo_15116
grupo_15117
grupo_15124
grupo_15172
grupo_15176

grupo_1603
grupo_1605
grupo_2089
grupo_2092
grupo_2093
grupo_2096
grupo_2097
grupo_2100
grupo_2103
grupo_2324
grupo_2749
grupo_2764
grupo_2781
grupo_2782
grupo_2788
grupo_2791
grupo_2794
grupo_2799
grupo_2800
grupo_2804
grupo_2805

fliN1
effD

radC
gloA

atpG
ksgA

pcp
trxA

tufl_1
tufl_2

luxS

cwpl6_ 1

bltD
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Fosfatasa de switch motor flagelar FIiN1

Antiportador de droga/sodio predicho, familia MATE
Regulador transcripcional, similar a tipo HTH, CTn2-Orf22
Proteina de reparacién de ADN RadC

Lactoglutation liasa

Regulador transcripcional, tipo HTH

Proteina hipotética

Regulador transcripcional, familia MarR

Metiltransferasa predicha

Regulador de respuesta de dos componentes

Cadena gamma de ATP sintasa (Subunidad gama de sector F1 de ATP sintasa)

Dimetiladenosina transferasa (S-adenosilmetionina-6-N", N -adenosil(ARNr)
dimetiltransferasa)
Proteina de resistencia al telurio predicha

Pirrolidona-carboxilato peptidasa

Tiorredoxina

Ferredoxina

NADH-azoreductasa dependiente de FMN predicha
Factor de elongacién EFTU/EF1A

Factor de elongacién EFTU/EF1A

Proteina predicha

Proteina hipotética

S-ribosilhomocisteina liasa (Proteina de produccién de autoinductor-2 luxS) (proteina
de sintesis Al-2)
Regulador transcripcional, familia hxIR

Proteina de fago predicha

Proteina hipotética

Acetiltransferasa predicha

Quinasa histidina censora de dos componentes
Proteina de biosintesis flagelar predicha
N-acetilmuramoil-L-alanine aminidasa predicha, autolisina cwp16
peptidasa predicha, familia S8 o S52

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Diamina N-acetiltransferasa

Quinasa histidina censora de dos componentes
Regulador transcripcional, familia MerR

Proteina hipotética

N-carbamoil-L-amino&cido hidrolasa

Proteina hipotética

Hidrolasa predicha, superfamilia metalo-beta-lactamasa
Proteina hipotética

Transferasa dependiente de piridoxal fosfato predicha
Proteina de sefializacién diguanilato ciclasa predicha

Sistema de transporte tipo-ABC, permeasa similar a molibdeno



grupo_2814
grupo_2815
grupo_2816
grupo_2818
grupo_2819
grupo_2820
grupo_2823
grupo_2825
grupo_2828
grupo_2829
grupo_3015
grupo_3664
grupo_3670
grupo_3695
grupo_3697
grupo_3699
grupo_3700
grupo_3701
grupo_3702
grupo_3704
grupo_3705
grupo_3706
grupo_3707
grupo_3708
grupo_3714
grupo_3715
grupo_3717
grupo_3718
grupo_3719
grupo_3720
grupo_3722
grupo_3723
grupo_3724
grupo_3730
grupo_3731
grupo_3732
grupo_3733
grupo_3734
grupo_3735
grupo_3736
grupo_3737
grupo_3738
grupo_3740

coakE

cwpl6_2

rsmG

cheC

modC

cheB
cheR

cwp28

aroEl

terD4

ogt2
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Proteina de biosintesis de fenazina, familia phzf

Proteina de adhesién de unién a calcio predicha

Proteina de sefializacién predicha

Defosfo-CoA quinasa (Defosfocoenzima A quinasa)
N-acetilmuramoil-L-alanine aminidasa predicha, autolisina cwp16
Regulador transcripcional, familia MerR

Proteasa/amidasa predicha

Metiltransferasa G de subunidad pequefa de ARN ribosomal
Fosfatasa de Proteina de quimiotaxis CheY-P CheC

Proteina hipotética

Regulador transcripcional, familia Rrf2

Proteina de sefializacién predicha

Sistema PTS, componente |IC de familia lactosa/celobiosa

Sistema de transporte tipo-ABC, permeasa de familia de cisteina/aminoacido
Antiportador de droga/sodio predicho, familia MATE

Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina de unién a ATP molibdeno especifica
Proteina hipotética

Amidohidrolasa predicha, familia peptidasa M20D

Canal de protones OmpA/MotB predicho

Proteina de superfamilia de radical SAM predicha

Proteina hipotética

Proteina con dominio de unién a 4Fe-4S

peptidasa predicha, familia U32

Metaloendopeptidasa exportada predicha

Proteina hipotética

Metiltransferasa de ARN predicha

Proteina glutamato metilesterasa predicha

Metiltransferasa de proteinas de quimiotaxis aceptoras de metilo, familia MCP
Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina de union a pared celular predicha cwp28

Quinasa histidina censora de dos componentes

Proteina hipotética

Metiltransferasa predicha, familia tipo 11

Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina de unién a ATP de familia multidroga
Shikimato dehidrogenasa 1

Proteina hipotética

Proteina de resistencia al telurio terD4

Coenzima A disulfuro reductasa (CoA-disulfuro reductasa) (CoADR)
Proteina hipotética

Proteina hipotética

ADN-metilado-[Proteina]-cisteina S-metiltransferasa 2

Proteina hipotética



grupo_3742
grupo_3743
grupo_3746
grupo_3747
grupo_3748
grupo_3749
grupo_3750
grupo_3751
grupo_3759
grupo_3760
grupo_3761
grupo_3762
grupo_3763
grupo_3764
grupo_3765
grupo_3766

grupo_3769
grupo_3770
grupo_3771
grupo_3772
grupo_3773
grupo_3774
grupo_3775
grupo_3776
grupo_3777
grupo_3778
grupo_3779
grupo_3780
grupo_3781
grupo_3782
grupo_3783
grupo_3784
grupo_3785
grupo_3786
grupo_3787
grupo_3788
grupo_3789
grupo_3790

grupo_3793
grupo_3795
grupo_3796
grupo_3797
grupo_3798

grdB_3

CotE

trmD

xdhB

sat

mtIR
mtID
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Subunidad gama de componente B de complejo glicina reductasa
Acetiltransferasa predicha

Quinasa histidina censora de dos componentes

Proteina de transporte de triptéfano predicha

Polisacarido deacetilasa exportada predicha

Proteina de cubierta de espora: peroxirredoxina/quitinasa
Helicasa predicha, familia DinG

Proteina hipotética

Regulador transcripcional, familia MerR
Muroamoiltetrapeptido carboxipeptidasa predicha, familia S66
Proteina similar a XkdN de fago predicha

Proteina hipotética

Galactosa-1-fosfato uridiltransferasa predicha

Proteina hipotética

Magnesio quelatasa predicha

ARNr (guanina-N(1)-)-metiltransferasa (M1G-metiltransferasa) (ARNt [GM37]
metiltransferasa)
Aminotransferasa predicha

Aminopeptidasa Xaa-Pro predicha, familia M24

Sistema PTS, componente |IA similar a fructosa
Coenzima A disulfuro reductasa

Proteina hipotética

Regulador de respuesta de dos componentes

Proteina hipotética

Antiportador Na(+)/H(+) predicho

Proteina hipotética

Subunidad XdhB de xantina deshidrogenasa, unién a FAD
Oxidorreductasa predicha, Subunidad Fe-S
Estreptogramina A acetiltransferasa (virginiamicina acetiltransferasa D) (Vat(D))
Proteina hipotética

Proteina de sefializacion diguanilato quinasa predicha
Proteina hipotética

Transportador, Superfamilia de facilitador mayor (MFS)
Regulador transcripcional, familia MerR

Proteina predicha

Relacionada a oligoendopeptidasa, clado 2, familia M3B
Antiterminador de transcripcion, regulador de operén PTS
Manitol-1-fosfato 5-dehidrogenasa

Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina de unién a soluto extracelular similar a
molibdeno
Oxidorreductasa predicha, dependiente de FAD

Proteina hipotética
Proteina de ensamblaje de citocromo C predicha
Transportador predicho

Aminotransferasa predicha



grupo_3799
grupo_3801
grupo_3802
grupo_3804
grupo_3807
grupo_3808
grupo_3810
grupo_3812
grupo_3813
grupo_3814
grupo_3815
grupo_3818
grupo_3820
grupo_3821
grupo_3822
grupo_3823
grupo_3824
grupo_3826
grupo_3827
grupo_3829
grupo_3830
grupo_3831
grupo_3832
grupo_3833
grupo_3835
grupo_3836
grupo_3837
grupo_3840
grupo_3841
grupo_3844
grupo_3845

grupo_3846
grupo_3847
grupo_3848
grupo_3849
grupo_3850
grupo_3851
grupo_3852
grupo_3853
grupo_3854
grupo_3855
grupo_3856
grupo_3857

XynA
tagABC

garR

cwpS
cwplsd

flgM
fliG
flim

pdp

folC

CObA +
hemD
cbiJ

chiT
tmk

IplA

mobA

hisB
hisC_2
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Regulador de respuesta de dos componentes
Sistema PTS, componente IIA xilosido-especifico
Sistema PTS, componente IIABC tagatosa especifico
Proteina predicha

Regulador transcripcional, familia DeoR

Regulador transcripcional, familia MarR

Proteina de eflujo de cation predicha

Glutamato carboxipeptidasa predicha, familia M20
Racemasa de aminoécido predicha

Tartronato semialdehido reductasa

Proteina de membrana predicha

Proteina de superficie celular predicha cwp5
Proteina de uni6n a pared celular predicha cwpl4
Quinasa histidina censora de dos componentes
Antiterminador de transcripcion, regulador de operén PTS
peptidasa predicha, familia M22

Maltosa O-acetiltransferasa predicha

Regulador negativo de la sintesis de flagelina (factor anti-sigma-d)
Proteina de switch motor flagelar FIiG

Proteina de switch motor flagelar FIliM

Regulador transcripcional, familia hxIR

Proteina predicha

Pirimidina-nucledsido fosforilasa

Lipoproteina de union a soluto predicha

Proteina predicha

Polisacarido deacetilasa

Folilpoliglutamato sintasa

Regulador transcripcional, familia MarR

Sistema de transporte tipo-ABC, permeasa
Antiportador de droga/sodio predicho, familia MATE

Uroporfirinégeno-III metiltransferasa bifuncional/uroporfirinégeno-Iil sintasa

Cobalto-precorina-6A reductasa

Cobalto-precorina-6Y C(15) metiltransferasa

Timidilato quinasa dTMT quinasa

Transportador, Superfamilia de facilitador mayor (MFS)
Lipoato-proteina ligasa predicha

Regulador de respuesta de dos componentes

Regulador transcripcional, familia TetR

Proteina A de biosintesis de dinucleétido molibdopterina-guanina
Regulador transcripcional predicho

Sistema de transporte tipo-ABC, permeasa de familia multidroga
Imidazolglicerol-fosfato dehidratasa

Histidinol-fosfato aminotransferasa (imidazol acetol-fosfato transaminasa)



grupo_3858
grupo_3859
grupo_3860
grupo_3861
grupo_3866
grupo_3867
grupo_3873
grupo_3874
grupo_3875
grupo_3876

grupo_4049
grupo_4284
grupo_4362
grupo_4686
grupo_4736
grupo_477

grupo_492

grupo_4986
grupo_5018
grupo_5036
grupo_5059
grupo_5139
grupo_5156
grupo_5157

grupo_5159
grupo_5162

grupo_5163
grupo_5165
grupo_5168
grupo_5170
grupo_5172
grupo_5174
grupo_5181
grupo_5182
grupo_5185
grupo_5187
grupo_5188
grupo_5189
grupo_5194
grupo_5195
grupo_5197
grupo_5198

ggt

truAl

birA

fliJ

speA

maa_1

rbo

iscS1
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Gama glutamil transpeptidasa

Proteina de hierro-sulfuro predicha

ARNt pseudouridina sintasa A 1

Proteina de membrana predicha

FMN reductasa dependiente de NADPH predicha

Proteina hipotética

Sistema de transporte tipo-ABC, permeasa de familia multidroga

Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina de union a ATP de familia multidroga
Proteina hipotética

Proteina bifuncional BirA (incluye: represor de operén de biotina y biotina--[acetil-CoA-
carboxilasa] sintetasa)
Oxidorreductasa predicha

Proteina flagelar FliJ

Proteina hipotética

Proteina contenedora de repeticiones MORN predicha
Antiterminador de transcripcion, regulador de operén PTS
Proteina de sefializacién predicha

Proteina de unién a nucleétido ciclico predicha
Regulador transcripcional, dependiente de sigma-54
Proteina hipotética

Glutamato carboxipeptidasa predicha

Regulador transcripcional, familia hxIR

Proteina hipotética

Proteina de membrana predicha

Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina/permeasa de unién a ATP de familia
multidroga
Arginina decarboxilasa

Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina de unién a soluto extracelular de familia de
carbohidrato
Maltosa O-acetiltransferasa

Regulador transcripcional, familia MarR

Rubredoxina oxidorreductasa (desulfoferredoxina)
Flavodoxina/éxido nitrico sintasa predicha

Cisteina desulfurasa

Proteina hipotética

peptidasa predicha, familia S9

peptidasa predicha, familia S9

Ferredoxina predicha

Proteina similar a DnaB helicasa replicativa

Regulador transcripcional, familia LytR

Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina de union a ATP
Proteasa dependiente de ATP predicha

Proteina de union a conglomerado de hierro-sulfuro predicha
Proteina hipotética

D-hidatoinasa (dihidropirimidinasa)



grupo_5205
grupo_5206
grupo_5207
grupo_5208
grupo_5209
grupo_5210
grupo_5211
grupo_5213
grupo_5216
grupo_5217
grupo_5218
grupo_5222
grupo_5223
grupo_5224
grupo_5226
grupo_5228
grupo_5229
grupo_5230
grupo_5231
grupo_5232
grupo_5233
grupo_5234
grupo_5235
grupo_5237
grupo_5238
grupo_5244
grupo_5246
grupo_5247
grupo_5248
grupo_5249
grupo_5250
grupo_5251

grupo_5253
grupo_5254
grupo_5255
grupo_5256

grupo_5257
grupo_5266
grupo_5267
grupo_5268
grupo_5269
grupo_5270

argC

miaA

eutE
eutG

tyrC
aroB
kdpD
metA
ade
ispH

cmk

truA2

cotB

ssuB

aroF
folK
pabA
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N-acetil-gamma-glutamil-fosfato reductasa

Lipoproteina predicha

Proteina de membrana predicha

ARNt delta(2)-isopentenilpirofosfato transferasa

Permeasa predicha

Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina de unién a ATP

Regulador de respuesta de dos componentes

Proteina predicha

Etanolamina acetaldehido oxidorreductasa

Etanolamina hierro dependiente alcohol deshidrogenasa

Proteina de membrana predicha

Prefenato deshidrogenasa

3-dehidroquinato sintasa

Quinasa histidina censora de dos componentes KdpD

Homoserina O-succiniltransferasa

Adenina deaminasa

4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfafo reductasa

Citidilato quinasa (CK) (Citidina monofosfato quinasa) (CMP quinasa)
Subunidad de nitrito y sulfato reductasa predicha

Pseudouridilato sintasa (ARNt pseudouridina sintasa A)

Proteina de dominio metiltransferasa

Regulador transcripcional, tipo HTH

Proteina hipotética

Regulador de respuesta de dos componentes

Simportador de ion divalente predicho

Proteina de cubierta de espora

Antiportador de droga/sodio predicho, familia MATE

3-metiladenina ADN glicosilasa predicha

Quinasa histidina censora de dos componentes, asociado a la sporulacion spo0A
Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina de union a ATP de familia de sulfonatos
Sistema de transporte tipo-ABC, permeasa de unién a ATP de familia multidroga

Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina/permeasa de unién a ATP de familia
multidroga
Proteina hipotética

Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa
2-amino-4-hidroxi-6- hidroximetildihidropteridinapirofosfoquinasa

Componente Il de para-aminobenzoato/antranilato sintasa glutamina amidotransferasa
[incluye: Componente Il de para-aminobenzoato/antranilato sintasa glutamina
amidotransferasa; componente Il de antranilato sintasa]

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Hidrolasa predicha, familia CocE/NonD
Regulador transcripcional predicho
Proteina hipotética

Regulador transcripcional, familia TetR



grupo_5271
grupo_5275

grupo_5276
grupo_5277
grupo_5278
grupo_5279
grupo_5281
grupo_5282
grupo_5283

grupo_5284
grupo_5285
grupo_5287
grupo_5289
grupo_5290
grupo_5291
grupo_5293

grupo_5294
grupo_5295
grupo_5296
grupo_5297
grupo_5299
grupo_5300
grupo_5301
grupo_5303
grupo_5304
grupo_5305
grupo_5306
grupo_5307
grupo_5308
grupo_5309
grupo_5310
grupo_5311
grupo_5315
grupo_5316
grupo_5317
grupo_5319
grupo_5320
grupo_5321
grupo_5322
grupo_5323
grupo_5324
grupo_5326

dacF1

LinCd
glgB

mnz

rsmB

cwp22

Idh

prsA
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Regulador transcripcional, tipo fago

ARNt 2-selenouridina sintasa predicha, selenofosfato dependiente; Proteina con
dominio similar a rodanasa
Proteina de unién a ARN predicha

Regulador transcripcional, familia AraC

Acetiltransferasa predicha

Quinasa histidina censora de dos componentes

Recombinasa sitio especifica predicha

Quinasa histidina censora de dos componentes, asociado a la esporulacién spoOA

D-alanil-D-alanina carboxipeptidasa (Proteina de unién a penicilina especifica de
esporulacién predicha)
Hidrolasa predicha, superfamilia HAD, subfamilia IIB

Transportador, Superfamilia de facilitador mayor (MFS)

enzima ramificadora de 1,4-alfa-glucano

Lipoproteina predicha

Ribonucleasa Z (ARNasa Z) (ARNtasa Z) (ARNt 3 endonucleasa)
Sistema de transporte tipo-ABC, permeasa de familia de carbohidrato

Metiltransferasa B de subunidad pequefia de ARN ribosomal (ARNr (citosina-C(5)-)-
metiltransferasa)
Enzima dependiente de piridoxal 5 -fosfato predicha

Oxidoreductasa cianobacterial-especifica contenedora de FeS predicha
Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina de sefializacion predicha

Regulador transcripcional, familia AraC

Proteina relacionada a flavodocina predicha

Fosfatasa asociada a membrana predicha

Proteina de pared celular predicha cwp22

Proteina hipotética

peptidasa predicha C60B, sortasa B

Helicasa de ARN dependiente de ATP predicha
Proteina de reparacion de mal emparejamientos de ADN
L-lactato deshidrogenasa (L-LDH)

Proteina de union a hierro-sulfuro predicha

peptidasa predicha, familia M20D

Deshidrogenasa anaerébica predicha

Fragmento de N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa (hidrolasa de pared celular)
Hidrolasa de pared celular relacionada a fago predicha
Proteina predicha

Regulador transcripcional, familia LysR

Acetiltransferasa de familia gnat

Regulador transcripcional, familia Crp

Glucoquinasa predicha, familia ROK

Proteina de membrana predicha

Peptidil-prolil cis-trans isomerasa, tipo PpiC



grupo_5331
grupo_5332
grupo_5334
grupo_5336
grupo_5337
grupo_5338
grupo_5339
grupo_5343
grupo_5344
grupo_5345
grupo_5347
grupo_5348
grupo_5353
grupo_5355
grupo_5360

grupo_5361
grupo_5362

grupo_5364
grupo_5368
grupo_5369
grupo_5370
grupo_5371
grupo_5374
grupo_5377
grupo_5384
grupo_5388
grupo_5389
grupo_5390
grupo_5391
grupo_5393
grupo_5395
grupo_5397
grupo_5398
grupo_5400
grupo_5403
grupo_5404
grupo_5405
grupo_5406
grupo_5408
grupo_5411
grupo_5412
grupo_5414
grupo_5416

fruABC

uppP2

SSUA2

xylB
bglF4

ditD

hemzZ

spollD

cysL
fliH

ARNt-nucleotidiltransferasa/miembro de familia Poli(A) polimerasa predicha
Metiltransferasa predicha

Antiterminador de transcripcion, regulador de operén PTS
Hidrolasa de pared celular predicha; Proteina asociada a fosfatasa
Exonucleasa predicha

Hidrolasa predicha, familia NUDIX

Proteina hipotética

Proteina de sefializacion predicha

Proteina exportada predicha

Transportador predicho

Proteina tirosina fosfatasa predicha

Sistema PTS, componente IIABC fructosa-especifico

Proteina hipotética

Tiolasa predicha

Undecaprenil-difosfatasa 2 (undecaprenil pirofosfato fosfatasa 2) (Proteina de

resistencia a bacitracina 2)
Quinasa histidina censora de dos componentes
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Sistema de transporte tipo-ABC, proteina de unién a soluto extracelular de familia de

sulfonato
Proteina hipotética

Sistema PTS, componente ||IA manosa especifico
Proteina de captacion de glucosa predicha
Oxidorreductasa

Proteina hipotética

ATPasa predicha

Xilulosa quinasa

Sistema PTS, componente especifico de beta-glucésido IIABC, bglF4

Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina de union a ATP de familia multidroga

Regulador transcripcional, dependiente de sigma-54
D-alanina transferasa predicha DItD
Deshidrogenasa de union a zinc predicha
Regulador de respuesta de dos componentes
Proteina predicha

Proteina hipotética

Proteina de membrana predicha

Metiltransferasa de ADN N6 adenina especifica predicha, clase N12
Coproporfirindgeno Il oxidasa

Polisacarido deacetilasa predicha

Proteina exportada predicha

Proteina de esporulacion de etapa Il D
Glicina/sarcosina/betaina reductasa b

Cetopantoato reductasa predicha

Proteina hipotética

Regulador transcripcional de tipo HTH CysL

Proteina de ensamblaje flagelar FliH
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grupo_5417 motA Proteina de rotacién motora flagelar MotA

grupo_5418 fliz Proteina flagelar Fliz

grupo_5419 fliA Factor sigma 28 de ARN polimerasa para operén flagelar

grupo_5420 Alcohol deshidrogenasa contenedora de hierro predicha

grupo_5423 Sistema de transporte tipo-ABC, permeasa de familia de bacitracina/multidroga

grupo_5424 rbskK Riboquinasa, familia pfkB

grupo_5425 argE Acetilornitina deacetilasa ArgE

grupo_5426 Proteina hipotética

grupo_5427 Peptidoglicano glicosiltransferasa predicha

grupo_5428 pupG Purina nucledsido fosforilasa

grupo_5429 Proteina hipotética

grupo_5430 spolllAB Proteina de esporulacion de etapa Il AB

grupo_5431 fabD Transacilasa de proteina acarreadora de malonil CoA-acilo (MCT)

grupo_5432 Proteina hipotética

grupo_5433 Regulador transcripcional, familia GntR

grupo_5434 rng Ribonucleasa G (ARNasaG) (Proteina de filamento axial citoplasmatico)

grupo_5435 Proteina con dominio SH3 predicha

grupo_5438 Sistema PTS, componente |IA manosa/fructosa/sorbosa

grupo_5439 Proteina predicha

grupo_5440 Pseudouridilato sintasa predicha

grupo_5441 sbcC Subunidad C de nucleasa SbcCD

grupo_5442 sbcD Subunidad D de nucleasa SbcCD

grupo_5443 addA Subunidad A de nucleasa dependiente de ATP (helicasa dependiente de ATP addA)

grupo_5444 addB Subunidad B de nucleasa dependiente de ATP (helicasa dependiente de ATP addB),
superfamilia 1 de familia UvrD

grupo_5445 Proteina hipotética

grupo_5446 Proteina hipotética

grupo_5447 Proteina de extrusion multiantimicrobial predicha, familia MatE

grupo_5449 Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina de unién a ATP glicina
betaina/carnitina/colina

grupo_5452 proC1 Pirrolina-5-carboxilato reductasa

grupo_5453 Oxidorreductasa predicha, dependiente de FAD

grupo_5454 Proteina hipotética

grupo_5455 Proteina de union a ATP/GTP predicha

grupo_5456 Deshidrogenasa de 2-hidroxiacido D-isomero especifica predicha

grupo_5457 cprR Regulador de respuesta de dos componentes

grupo_5459 Proteina hipotética

grupo_5461 Sistema PTS, componente ||IA manosa/fructosa/sorbosa

grupo_5463 Regulador de respuesta de dos componentes

grupo_5464 Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina de union a ATP

grupo_5467 Proteina hipotética

grupo_5474 cbiK Sirohidroclorina cobaltoquelatasa

grupo_5477 cobD Treonina-fosfato decarboxilasa (L-treonina-O-3-fosfato decarboxilasa), familia
CobD/CbhiB

grupo_5478 chiB Proteina de biosintesis de cobalamina ChiB, familia CobD/CbiB



grupo_5479
grupo_5481
grupo_5482
grupo_5483
grupo_5484
grupo_5485
grupo_5486
grupo_5487
grupo_5488
grupo_5490
grupo_5491
grupo_5492
grupo_5494
grupo_5495
grupo_5496
grupo_5500
grupo_5501
grupo_5502
grupo_5505
grupo_5506
grupo_5507
grupo_5508
grupo_5509
grupo_5510
grupo_5511
grupo_5512

grupo_5513
grupo_5516
grupo_5519
grupo_5522
grupo_5523
grupo_5541
grupo_5543
grupo_5544
grupo_5545
grupo_5546

grupo_5547
grupo_5548
grupo_5550
grupo_5551
grupo_5553
grupo_5555
grupo_5556

cobQ

gtaB1
prsAl

phnM
COtA

thiM
kdpC

ilvB

hisA

hisz

iSpE

cheY

aspC
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Acido cobirico sintasa CobQ

5-metiltetraidrofolato ciclo-ligasa

Proteina hipotética

UTP--glucosa-1-fosfato-uridililtransferasa (Proteina de estrés general 33)
Proteina similar a PrsA peptidilprolil isomerasa

Prepilina peptidasa tipo IV predicha, familia A24A

Pilina tipo IV predicha

Proteina de membrana predicha

Subunidad de complejo de carbon-fésforo liasa predicha
Proteina de ensamblaje de cubierta de espora

Sistema de transporte tipo-ABC, permeasa

Proteina de sefializacién diguanilato quinasa predicha

Proteina hipotética

Proteina hipotética

peptidasa predicha, familia M19

Regulador transcripcional, tipo RmIC

Proteina hipotética

Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina de unién a ATP de familia multidroga
Hidroxietiltiazol quinasa

Cadena C de ATPasa transportadora de potasio

Proteina hipotética

Ribonucleasa asociada a membrana predicha similar a BN (Rbn)
Subunidad grande de acetolactato sintasa

Factor accesorio de xantina deshidrogenasa predicho
Polisacarido deacetilasa predicha

1-(5-fosforibosil)-5-[(5-fosforibosilamino)metilideneamino] imidazol-4-carboxamida
isomerasa
Subunidad reguladora ATP fosforibosiltransferasa

Aciltrasferasa predicha

Antiterminador de transcripcion, regulador de operén PTS
4-hidroxi-2-oxoglutarato aldolasa predicha

Fosfozlcar isomerasa predicha

Fosfoesterasa predicha

Nucleétido pirofosfatasa predicha

Regulador transcripcional, familia PadR

Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina de unién a ATP

4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritrol quinasa (4-(citidina-5'-difosfo)-2-C-metil-D-eritriol
quinasa)
Hidrolasa de corteza-litica de espora predicha

Peptidasa predicha

Proteina quimiocensora similar a CheY predicha

Proteina de quimiotaxis CheY

Regulador transcripcional, familia DeoR

Metionina sintasa dependiente de S-adenosil-L-metionina predicha

Aspartato aminotransferasa



grupo_5734
grupo_7784

grupo_7789
grupo_7792
grupo_7794
grupo_7796
grupo_7798
grupo_7799
grupo_7803
grupo_7804
grupo_7805
grupo_7806
grupo_7808
grupo_7824
grupo_7833
grupo_7851
grupo_7854
grupo_7858
grupo_7862
grupo_7863
grupo_7870
grupo_7871
grupo_7876
grupo_7877
grupo_7882
grupo_7885
grupo_7888
grupo_7891
grupo_7892
grupo_7895
grupo_7896
grupo_7908
grupo_7910
grupo_7911
grupo_7928
grupo_7929
grupo_7931
grupo_7932
grupo_7940
grupo_7941
grupo_7942

grupo_7949
grupo_7950

thil

cwp25

srIR

eutw

aroA

grdB_4

cwp20

CprA
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Proteina de biosintesis de tiamina Thil

Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina/permeasa de unién a ATP de familia
multidroga
Fosfatasa/hidrolasa predicha

Regulador transcripcional, familia GntR

Dominio de unién a ADN, familia de escicionasa

Proteina de membrana predicha

Proteina de unién a pared celular predicha cwp25

Proteina hipotética

Regulador de captacién férrica predicho

Proteina hipotética

N-acetilmuramoil-L-alanine aminidasa predicha

Antiterminador de transcripcion, regulador de operén PTS

Canal de protén MotA/TolQ/ExbB predicho

Permeasa predicha

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina de membrana predicha

Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina de unién a ATP de familia multidroga
Sistema de transporte tipo-ABC, permeasa

Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina de unién a ATP
Quinasa histidina censora de dos componentes, etanolamina especifica
Regulador de unién a oligonucleétido predicho

3-fosfoshikimato 1-carboxiviniltransferasa

Proteina hipotética

Oxidorreductasa predicha

Lipoproteina predicha

Arsenato reductasa predicha

Subunidad gama de componente B de complejo glicina reductasa
Regulador transcripcional, tipo HTH

Proteina de superficie celular predicha; Proteina de unién a penicilina predicha cwp20
Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina de union a ATP
Fosfohidrolasa predicha, superfamilia HD

Proteina de union a ATP predicha

Proteina de membrana predicha

Proteina hipotética

Sintetasa predicha

Proteina de fago predicha

Proteina de membrana predicha

Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina de union a ATP de familia de
lantibiotico/multidroga
Lipoproteina predicha

Regulador transcripcional, familia TetR



grupo_7954
grupo_7956
grupo_7957
grupo_7958
grupo_7961
grupo_7969
grupo_7970
grupo_7973
grupo_7974
grupo_7975
grupo_7977
grupo_7978
grupo_7983
grupo_7998
grupo_8000
grupo_8012
grupo_8015
grupo_8017
grupo_8019
grupo_8020
grupo_8021
grupo_8028
grupo_8036
grupo_8044
grupo_8045
grupo_8048
grupo_8050
grupo_8051

grupo_8054
grupo_8061
grupo_8063
grupo_8064
grupo_8072
grupo_8073
grupo_8075
grupo_8076
grupo_8080
grupo_8087
grupo_8090
grupo_8092
grupo_8094
grupo_8097

grupo_8100

fmt
fbpA

cdsA

cynT

grpE

atpl

nrdE

tagK

cwp9

flnG
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Hidrolasa predicha, superfamilia HAD, subfamilia IA
Metionil-ARNt formiltransferasa

Proteina A de unién a fibronectina

Regulador transcripcional predicho

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Sistema de transporte tipo-ABC, permeasa

Proteina hipotética

Transportador de malato predicho

Fosfatidato citidiltransferasa CdsA

Proteina de resistencia a vancomicina predicha, familia vanw
Proteina predicha

Acil transferasa/acil hidrolasa/lisofosfolipasa

Anhidrasa carbénica

Regulador transcripcional, tipo HTH

Proteina grpE (cofactor HSP-70)

Acarreador de C4-dicarboxilato anaerébico predicho, familia DcuC
Regulador transcripcional, represor de beta-lactamas
Proteina de membrana predicha

Proteina de membrana predicha

Proteina hipotética

Regulador de respuesta de dos componentes

Proteina de membrana integral de esporulacion predicha
Regulador transcripcional, familia GntR

Antiportador de droga/sodio predicho, familia MATE
Subunidad | de ATP sintasa sodio tipo V

Regulador de respuesta de dos componentes

Subunidad alfa de Ribonucleésido-difosfato reductasa (subunidad grande de
ribonucledtido reductasa)
Sistema PTS, componente IIA similar a glucosa

Glicosil hidrolasa

Proteina de membrana predicha
Tagatosa-6-fosfato quinasa

Sistema PTS, componente IIABC similar a fructosa
Fructosa-1-6-bisfosfato aldolasa predicha
Transportador de malato predicho

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina de union a pared celular cwp9
Lipoproteina predicha

Fosfolipasa predicha
Monogalactosildiacilglicerol sintasa predicha

4-hidroxifenilacetato decarboxilasa, subunidad activadora HpdA predicha; proteina
activadora de radical glicil predicha
Regulador de nimero flagelar FIhG



grupo_8101
grupo_8103
grupo_8104

grupo_8106
grupo_8109
grupo_8111
grupo_8113
grupo_8115
grupo_8116
grupo_8119
grupo_8122
grupo_8138
grupo_8145
grupo_8153
grupo_8171
grupo_8173

grupo_8178
grupo_8182
grupo_8188
grupo_8194
grupo_8200
grupo_8201
grupo_8205
grupo_8207
grupo_8212
grupo_8214
grupo_8216
grupo_8224
grupo_8226
grupo_8232
grupo_8233
grupo_8250
grupo_8252
grupo_8253
grupo_8255
grupo_8256
grupo_8266
grupo_8267
grupo_8771
grupo_8843
hcp_2

hdfR
hydR_2

flgG

spoilllAF

cobU

tkt2

thiD

pgm
hisH

cheD
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Proteina de bastén de cuerpo basal flagelar FIgG
Proteina hipotética

Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina de union a ATP de familia de
bacitracina/multidroga
Proteina de membrana predicha

Proteina de esporulacion de etapa Il AF

Proteina hipotética

Proteina de familia nitroreductasa

Fosfoesterasa predicha

Sistema PTS, componente de familia 1I1B fructosa/manitol
Aminopeptidasa | predicha, familia M18

Sistema de transporte tipo-ABC, Proteina de union a ATP de familia multidroga
Proteina de membrana predicha

Transportador, Superfamilia de facilitador mayor (MFS)
Deshidrogenasa azlcar-fosfato predicha

Regulador transcripcional, familia GntR

Proteina de biosintesis de adenosilcobalamina bifuncional CobU [Adenosilcobinamida
quinasa; adenosilcobinamida-fosfato guanililtransferasa]
Transcetolasa, subunidad de unién a piridina

Proteina hipotética

Proteina hipotética

FMN reductasa NADPH.dependiente predicha
Fosfometilpirimidina quinasa

Proteina hipotética

Regulador transcripcional

Alfa-fosfoglucomutasa

Imidazol glicerol fosfato sintasa de subunidad HisH
Proteina hipotética

Regulador de respuesta de dos componentes

Proteina hipotética

Antiterminador de transcripcion, regulador de operén PTS
Proteina hipotética

Proteina de metabolismo de selenio yedf

Proteina hipotética

Receptor de guimiotaxis metilo aceptor predicho, familia MCP
Quimiorreceptor glutamina deaminidasa predicha CheD
Proteina hipotética

Proteina hipotética

Oligosacarido deacetilasa predicha

Transportador de captacion de ADN

Dioxigenasa predicha

Regulador transcripcional, familia CarD

Hidroxilamina reductasa

Regulador transcripcional de tipo HTH HdfR

Regulador transcripcional, familia TetR



iorA_2
iorB_2
IsrF

maa_3
prdF_1
rtcB

SinR_1
xylR_2

Indol piruvato ferredoxina/flavodoxina oxidorreductasa
Indol piruvato ferredoxina/flavodoxina oxidorreductasa
3-hidroxi-5-fosfonooxipentano-2,4-diona tiolasa
Maltosa O-acetiltransferasa

Prolina racemasa

Proteina hipotética

Regulador transcripcional, tipo HTH

Regulador transcripcional, familia TetR
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Anexo V. Conglomerados de genes identificados del bin exclusivo de las cepas del Clado C-l identificado por Anvi’o.

Identificador de  indice de indice de Categoria Accesion de funcién Funcién COG

conglomerado homogeneidad homogeneidad COG COG

de genes funcional geométrica

GC_00004213 0.8303303 0.9044067 E COG0765 Sistema de transporte de aminoacidos tipo ABC, componente
permeasa

GC_00004217 0.9985348 1

GC_00004236 0.9728395 1

GC_00004238 0.9854906 1 R COG2350 Proteina consevada no caracterizada Ycil, contiene sitio activo
fosfohistidina predicho

GC_00004239 0.978858 0.9918194 @ K COG1309 Regulador transcripcional de unién a ADN, familia AcrR

GC_00004241 0.9960695 1

GC_00004242 0.9863346 1

GC_00004244 0.9852571 1

GC_00004246 0.7737465 0.8558289 K COG1396 Regulador transcripcional, contiene dominio HTH de familia XRE

GC_00004247 0.9963971 1 G COG1830 Fructosa bisfosfato aldolasa clase la, familia DhnA

GC_00004250 0.9738506 0.9705329 H|R COG1335 Amidasa relacionada a nicotinamidasa

GC_00004251 0.9529818 1 K COG1695 Regulador transcripcional de unién a ADN, familia PadR

GC_00004253 0.9773937 0.9889393 K COG0789 Regulador transcripcional de unién a ADN, familia MerR

GC_00004255 0.9788986 1

GC_00004258 0.984083 1 P C0G2221 Sulfito redictasa disimilatoria, subunidades alfa y beta

GC_00004259 0.9666179 1 KX COG0789| COG2452 Regulador transcripcional de unién a ADN, familia MerR | Integrasa
resolvasa sitio especifica predicha

GC_00004260 0.9686067 1 K COG1309 Regulador transcripcional de unién a ADN, familia AcrR

GC_00004262 0.9780167 0.9983871 | D|P C0OG0239 Exportador de ion fluoruro CrcB/FEX

GC_00004264 0.9786834 0.9969349 E|P COG0601 Sistema de transporte dipéptido/oligopéptido/niquel tipo ABC,
componente permeasa

GC_00004267 0.9876358 1

GC_00004270 0.948429 0.9706525 T C0OG2199| COG2202| Dominio GGDEF, diguanilato ciclasa (c-di-GMP sintetasa) o sus

C0G2202 variantes enzimaticamente inactivas, dominio PAS
GC_00004271 0.9692998 17T C0G2199| COG2203 Dominio GGDEF, diguanilato ciclasa (c-di-GMP sintetasa) o sus

variantes enzimaticamente inactivas, dominio GAF



GC_00004273
GC_00004274
GC_00004276
GC_00004278
GC_00004280

GC_00004282

GC_00004283
GC_00004286

GC_00004287
GC_00004288

GC_00004290

GC_00004291
GC_00004293

GC_00004294
GC_00004296
GC_00004298

GC_00004299
GC_00004300
GC_00004302
GC_00004303

GC_00004305
GC_00004306

0.9918166
0.9884117
0.9549308
0.9735237
0.9871605

0.9743538

0.9750725
0.8482018

0.8688453
0.9548868

0.9699604

0.9645606
0.9792616

0.9899976
0.9668562
0.9593671
0.9896769
0.9608644
0.9824831
0.9762564

0.9712746
0.9910921

[ =S N

1
0.8241404

0.9193178
0.9787334

1

0.9956427
1

0.9987261
0.9975194
1
1
1

J|O

KIT

EIT

K|T

FIG|V

KIR|T

K|R

COG1309
COG5423
COG1670
COG0456

COG3706

COG0662
COG1149

COGO0563

COG0834| COG0834|
C0OG2199| COG2200

COG3947

COG0737| COG1653

COG1846
COG1309

COG0110
COG0457| COG3706

COG1917| COG2207

COG2390

Regulador transcripcional de unién a ADN, familia AcrR
Proteina de unién a metal predicha
Proteina N-acetiltransferasa, familia RimJ/RimL

Proteina ribosomal S18 acetilasa RimL y acetiltransferasas
relacionadas

Regulador de respuesta de dos componentes, familia PleD,
Dominio GGDEF, diguanilato ciclasa (c-di-GMP sintetasa) o sus
variantes enzimaticamente inactivas

Manosa-6-fosfato isomerasa, familia cupina

ATPasa de haza P superfamilia MinD, contiene dominio ferredoxina
incertado
Adenilato quinasa o quinasa relacionada

Sistema de transporte/transduccion de sefial de aminoacido tipo
ABC, componente/dominio periplasmico, dominio EAL | Dominio
GGDEF, diguanilato ciclasa (c-di-GMP sintetasa) o sus variantes
enziméaticamente inactivas, fosfodiesterasa especifica de c-di-GMP
clase |, o su variante enzimaticamente inactiva

Regulador de respuesta de dos componentes, familia SAPR,
consiste en dominios REC, wHTH y BTAD

2', 3'-nucledtido ciclico 2' fosfodiesterasa/s' o 3' nucleotidasa,
familia 5' nucleotidasa, sistema de transporte glicerol-3-fosfato tipo
ABC, componente periplasmico

Regulador transcripcional de unién a ADN, familia MarR

Regulador transcripcional de unién a ADN, familia AcrR

Acetiltransferasa (superfamilia de parche de isoleucina)

Repeticion de tetratricopéptido (TPR), regulador de respuesta de
dos componentes, familia PleD

Proteina con dominio cupina relacionado a quecetina dioxigenasa,
dominio de unién a ADN tipo AraC y proteinas contenedoras de
AraC

Regulador transcripcional de unién a ADN LsrR, familia DeoR
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GC_00004307
GC_00004308
GC_00004309
GC_00004310
GC_00004312
GC_00004313
GC_00004314
GC_00004315
GC_00004316
GC_00004317
GC_00004318

GC_00004320

GC_00004321
GC_00004322

GC_00004324

GC_00004325
GC_00004326
GC_00004330

GC_00004331
GC_00004332
GC_00004334

GC_00004335
GC_00004336

GC_00004337
GC_00004338

0.9773463
0.9843493
0.9682905
0.9698026
0.9695556
0.9664609
0.9801717
0.9143519
0.8552681
0.9766097
0.9687444

0.965713

0.9767247
0.8949555

0.8895792

0.9556212
0.9297469
0.9752102
0.9940385
0.9541209
0.9914609
0.9782267
0.9561009

0.9797555
0.9773191

0.9799093
1
0.9975917
0.9965931
1
0.9750687
1
0.9194711
0.9594417
1
1

1

0.9904243
0.9197223

0.8358105

0.9610485
0.9465858
0.9917654

1
0.9708169

1
0.9956349
0.9793219

1
1

KIR

EIPIQ

ONIR

KIT

COG4552
COG0730

COGO0789
COG1309
COG1940

COG3973

COG1309
COGO0703| COG1605
COG0454

COG0444| COG4172

C0G2814
COG1670| COG2320

COG0789| COG4978

COG4188
COGO0765

COG2376
COG1846
COG1476

COG2199
COG4608

COG1461
COG0673

Acetiltransferasa predicha

Proteina de membrana no caracterizada YfcA

Regulador transcripcional de unién a ADN, familia MerR
Regulador transcripcional de unién a ADN, familia AcrR

Quinasa de carbohidrato de la familia NBD/HSP70, puede contener
dominio N terminal HTH
ADN helicasa IV

Regulador transcripcional de unién a ADN, familia AcrR
Shikimato quinasa, corismato mutasa

N-acetiltransferasa, superfamilia GNAT (incluye histona
acetiltransferasa HPA2)

Sistema de transporte dipéptido/oligopéptido/niquel tipo ABC,
componente permeasa | Sistema de transporte de microcina C tipo
ABC, componente ATPasa YejF duplicado

Permeasa de eflujo de arabinosa predicha, familia MFS

Proteina N-acetiltransferasa, familia RimJ/RimL | Dominio GrpB,
nucleotidiltransferasa predicha, familia UPF0157

Regulador transcripcional de unién a ADN, familia MerR, dominio
de unién a efector bacteriano

Dienelactona hidrolasa predicha

Sistema de transporte de aminoacidos tipo ABC, componente
permeasa

Dihidroxiacetona quinasa
Regulador transcripcional de unién a ADN, familia MarR

Regulador transcripcional de unién a ADN, dominio HTH familia
XRE

Dominio GGDEF, diguanilato ciclasa (c-di-GMP sintetasa) o sus
variantes enziméaticamente inactivas

Sistema de tranporte de oligopéptido tipo ABC, componente
ATPasa

Quinasa predicha relacionada a dihidroxiacetona kinasa

Deshidrogenasa predicha
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GC_00004340
GC_00004341
GC_00004342
GC_00004343
GC_00004344
GC_00004345
GC_00004346
GC_00004347
GC_00004349
GC_00004350
GC_00004351
GC_00004352
GC_00004353

GC_00004354
GC_00004355
GC_00004356

GC_00004357
GC_00004358

GC_00004359

0.9519569
0.9656273
0.9814121
0.9708937

0.866837
0.9842593
0.9641975
0.9581802
0.8434067
0.9936322
0.9710598
0.9507792
0.9732992

0.7403859
0.9480851
0.9658692

0.9186626
0.9792394

0.9522528

0.9933038
1
1

0.9949275

0.8759979
1

1
0.9972045
0.9151963
1
0.997302
0.9331772
1

0.8040424

0.9954719

1

0.9648483
1

1

KIT

E|IT

COG3706
COG1136
COG0646] COG0685

COG1853

COGO0716
COG0534
COG0789| COG4978

COG2957

COGO0534
COG5361
COG3153

COG0834| COG0834|
CO0G2199| COG2200

COG4166

COG4859
COG2378

COGO0577| COGO0577
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Regulador de respuesta de dos componentes, familia PleD
Sistema de exporte de lipoproteina tipo ABC, componente ATPasa

Metionina sintasa | (dependiente de cobalamina), dominio
metiltransferasa, 5, 10-metilentetrahidrofolato reductasa
NADH-FMN oxidorreductasa RutF, flavina reductasa familia
(DIM6/NTAB)

Flavodoxina

Bomba de eflujo multidroga empujada por Na+

Regulador transcripcional de unién a ADN, familia MerR, dominio
de unioén a efector bacteriano
Agmatina/peptidilarginina deiminasa

Bomba de eflujo multidroga empujada por Na+
Proteina conservada no caracterizada
N-acetiltransferasa predicha YhbS

Sistema de transporte/transduccion de sefial de aminoacido tipo
ABC, componente/dominio periplasmico, diguanilato ciclasa (c-di-
GMP sintetasa) o sus variantes enzimaticamente inactivas, dominio
EAL fosfodiesterasa especifica de c-di-GMP clase | (0 sus variantes
enzimaticamente inactivas)

Sistema de transporte ABC de oligopéptido, componente
periplasmico
Proteina no caracterizada

Regulador transcripcional de unién a ADN predicho YafY, contiene
dominios WYL y HTH

Sistema de tranporte de péptido antimicrobiano tipo ABC,
componente permeasa.
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Anexo VI. Caracteristicas de las secuencias firma identificadas por dbGWAS de mas de 100pb presentes en los primeros 60

nodos analizados segun valor de q, y sus resultados al alinearlas con la coleccion de nucleétidos del NCBI por BLASTn.

dbGWAS

Locus tag/sp
de la
anotacioén
CD630_12890

Methylibium
petroleiphilu
m

CD630_16820

CD630_16730

CD630_24630

CD630_10632

CD630_03940

CD630_05430

Anotacion

proteina de
familia
ribonucleasa J

Ribulosa
bisfosfato
carboxilasa de
cadena larga
Hidrolasa
nucleosidasa
predicha, familia
IUNH

Proteina trax

Regulador
transcripcional,
represor
inducible por
calor HrcA

Proteina
hipotética
conservada

D-lactato
dehidrogenasa

Proteina
hipotética
conservada

Identificador
de la
proteina
CAJ68145.1

A2SFV1

CAJ68549.1

CAJ68539

CAJ69350

CAJ67906.1

CAJ67215

CAJ67376

E del nodo

6.07E-52

6.68E-51

4.46E-37

3.69E-48

4.87E-17

1.25E-42

4.46E-37

Largo de
la
secuencia
134

104

117

101

109

106

102

101

‘BLAST

Descripcion

Clostridioides
difficile strain
TW11-RTO78
chromosome
Clostridioides
difficile strain
020709
chromosome
Clostridioides
difficile strain
CBA7204
chromosome
complete
genome
Clostridioides
difficile strain
DSM 29627
chromosome
complete
genome
Clostridioides
difficile strain
CBA7204
chromosome
complete

genome
Clostridioides

difficile strain
TW11-RT078
chromosome

Clostridioides

difficile strain
TW11-RT078
chromosome

Clostridioides

difficile strain
CBA7204

Puntaje
maximo

204

176

195

152

185

161

167

154

Puntaje
total

204

176

195

152

185

161

167

154

Covertura

E
100%

48
100%

40
100%

46
99%

33
100%

43
100%

36
100%

37
100%

34

Valor

1.00E-

2.00E-

5.00E-

3.00E-

3.00E-

5.00E-

1.00E-

7.00E-

Porcentaje
de
identidad
94.03%

97.12%

96.58%

94.00%

97.25%

94.39%

96.08%

94.06%

Accesion

CP035499
A

CP028529
A

CP029566
A

CP016102
1

CP029566
A

CP035499
A

CP035499
1

CP029566
ol


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=RW8SF0E1014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=RW8SF0E1014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=RW8SF0E1014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=RW8SF0E1014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=RW8SF0E1014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=RW8SF0E1014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=RW8SF0E1014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=RW8SF0E1014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=RW8SF0E1014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=2,3,4,5,6,7,8&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=RW8SF0E1014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RW8SF0E1014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RW8SF0E1014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1482859652
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1482859652
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1482859652
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1482859652
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP028529.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RW9F9VKB014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP028529.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RW9F9VKB014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RW9HU85E016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RW9HU85E016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472857120
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472857120
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472857120
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472857120
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472857120
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472857120
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP016102.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWC828BZ016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP016102.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWC828BZ016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWCB67NX014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWCB67NX014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWCCD38H014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWCCD38H014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWCDDFJ0016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWCDDFJ0016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWCFWYCZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWCFWYCZ014

Rhodopirellul
a baltica

NA
CD630_27510

CD630_31760

CD630_29610

CD630_07110

ubiB

CD630_34740

CD630_13440

CD630_30370

ADN polimerasa
propensa a
errores

NA
Proteina
hipotética
conservada

Factor sigma-54
de ARN
polimerasa

Proteina no
caracterizada

Arginil-ARNt
sintetasa

Proteina kinasa
probable UbiB

ATP sintasa
cadena A

Proteina
predicha de
biosintesis de
pared celular

Regulador
transcripcional,
familia CarD

Q7UXK9

NA
CAJ69639.1

CAJ70073.1

CAJ69854.1

CAJ67544.1

UBIB_ACTP

7

CAJ70377.1

CAJ68202.1

CAJ69930.1

2.20E-01

NA
4.05E-35

9.54E-44

3.79E-26

1.05E-24

3.40E+00

2.34E-62

9.53E-44

5.97E-46

110

105
180

101

106

134

116

180

101

105

chromosome

complete
genome

Clostridioides

difficile strain
CBA7204
chromosome
complete

genome
NA

Clostridioides

difficile strain
TW11-RT078
chromosome

Clostridioides

difficile strain
TW11-RT078
chromosome

Clostridioides

difficile strain
020709
chromosome

Clostridioides

difficile strain
TW11-RT078
chromosome

Clostridioides

difficile strain
CBA7204
chromosome
complete
genome

Clostridioides

difficile strain
TW11-RT078
chromosome

Clostridioides

difficile strain
Mta-79
chromosome
complete
genome

Clostridioides

difficile strain
CBA7204
chromosome

158

NA
281

171

163

226

191

311

176

178

158

NA
281

171

163

226

191

311

176

178

100%

NA
99%

100%

100%

100%

99%

100%

100%

100%

6.00E-
35

9.00E-

2.00E-
40

5.00E-

92.73%

NA
94.97%

97.03%

94.34%

97.01%

96.52%

97.78%

98.02%

97.14%

CP029566
1

NA
CP035499
A

CP035499
A

CP028529
1

CP035499
A

CP029566
1

CP035499
A

CP042267
A

CP029566
A
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWCH62T2016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWCH62T2016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWCMGG90016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWCMGG90016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWCNY363014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWCNY363014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1482859652
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1482859652
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1482859652
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1482859652
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP028529.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWCR7XCT016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP028529.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWCR7XCT016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWCTF79G016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWCTF79G016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWCUFN0X016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWCUFN0X016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDA0GE0016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDA0GE0016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1733400395
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1733400395
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1733400395
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1733400395
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1733400395
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1733400395
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP042267.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDB1SU4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP042267.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDB1SU4014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDD61FB014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDD61FB014

CD630_08070

NA
CD630_08120

CD630_01270

CD630_01260

CD630_01160

NA

CD630_01250

CD630_01160

CD630_33010

Proteina no
caracterizada

NA

Proteina A de
estrés universal
predicha (UspA)

Proteina
determinante de
la forma de
bastén MreB
Proteina D de
esporulacion
etapa lll

Subunidad alfa
de
ferredoxina/flavo
doxina
oxidorreductasa
predicha

NA

Endopeptidasa
de pared celular
predicha

Subunidad alfa
de
ferredoxina/flavo
doxina
oxidorreductasa
predicha
Proteasa La
dependiente de
ATP, peptidasa
de familia S16

CAJ67641.1

NA
CAJ67646.1

CAJ66947.1

CAJ66946.1

CAJ66936.1

NA

CAJ66945.1

CAJ66936.1

CAJ70198.2

9.95E-39

NA
5.19E-63

5.76E-68

1.44E-37

7.25E-45

NA

2.39E-45

3.54E-59

7.81E-45

104

175
148

163

115

100

120

116

132

106

complete
genome

Clostridioides

difficile strain
TW11-RT078
chromosome
NA

Clostridioides

difficile strain
DSM 28670
chromosome
complete
genome

Clostridioides

difficile strain
TW11-RTO78
chromosome

Clostridioides

difficile strain
TW11-RT078
chromosome

Clostridioides

difficile strain
CBA7204
chromosome
complete
genome

Clostridioides

difficile strain
TW11-RT078
chromosome

Clostridioides

difficile strain
CBA7204
chromosome
complete
genome
Clostridioides
difficile strain
TW11-RT078
chromosome

Clostridioides
difficile strain
DSM 29627

chromosome

165

NA
241

257

185

174

189

176

222

180

165

NA
241

257

185

174

189

176

222

180

100%

NA
100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

4.00E-
37

NA
9.00E-

1.00E-
64

3.00E-
43

6.00E-

3.00E-
44

2.00E-

40

3.00E-
54

1.00E-
41

95.19%

NA
95.95%

95.09%

95.65%

98.00%

95.00%

93.97%

96.97%

97.17%

CP035499
1

NA
CP012312
A

CP035499
A

CP035499
A

CP029566
A

CP035499
1

CP029566
A

CP035499
A

CP016102
1
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDE58HM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDE58HM014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472882634
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472882634
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472882634
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472882634
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472882634
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472882634
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP012312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDJPHNT016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP012312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDJPHNT016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDKKR5N014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDKKR5N014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDMY4VE016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDMY4VE016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDPASKU014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDPASKU014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDS0E8S014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDS0E8S014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDTH4UA016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDTH4UA016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDUJM4H014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDUJM4H014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472857120
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472857120
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472857120
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472857120
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP016102.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDWS1HC016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP016102.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWDWS1HC016

CD630_33050

CD630_32890

CD630_32890

CD630_15461

CD630_15360

CD630_15360

CD630_22430

CD630_19270

Subunidad 1
proteolitica de
proteasa Clp
dependiente de
ATP

Proteina
hipotética
conservada

Proteina
hipotética
conservada

Proteina
hipotética
conservada

Subunidad alfa
de ferrodoxina-
NADPH(+)
reductasa

Subunidad alfa
de ferrodoxina-
NADPH(+)
reductasa

Proteina de
membrana
predicha

Fragmento de
sistema de
transporte tipo-
ABC, proteina
de unién a ATP

CAJ70202.1

CAJ70186.1

CAJ70186.1

CCA62825.1

CAJ68401.1

CAJ68401.1

CAJ69128.1

NA

9.66E-20

1.04E-38

9.89E-09

5.55E-57

3.69E-48

9.53E-44

2.55E-15

2.77E-39

130

109

100

125

109

101

118

104

complete
genome
Clostridioides
difficile strain
TW11-RT078
chromosome

Clostridioides
difficile strain
020477
chromosome
Clostridioides
difficile strain
CBA7204
chromosome
complete
genome
Clostridioides
difficile strain
CBA7204
chromosome
complete
genome
Clostridioides
difficile strain
FDAARGOS 7
23
chromosome
complete
genome
Clostridioides
difficile strain
TW11
chromosome
complete
genome
Clostridioides
difficile strain
CBA7204
chromosome
complete
genome
Clostridioides
difficile strain
TW11-RT078
chromosome

224

185

174

215

191

176

196

165

224

185

174

215

191

176

196

165

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

8.00E-
55

3.00E-

43

6.00E-

5.00E-
52

6.00E-
45

2.00E-

2.00E-
46

4.00E-
37

97.69%

97.25%

98.00%

97.60%

98.17%

98.02%

96.61%

95.19%

CP035499
1

CP028524
A

CP029566
A

CP029566
A

CP046327
.1

CP045224
1

CP029566
1

CP035499
A
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472857120
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472857120
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWE32R0H016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWE32R0H016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1482831167
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1482831167
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1482831167
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1482831167
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP028524.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWE48NZP016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP028524.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWE48NZP016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWE51614016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWE51614016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWE6039T016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWE6039T016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1780494393
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1780494393
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1780494393
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1780494393
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1780494393
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1780494393
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1780494393
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP046327.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWE77PJF016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP046327.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWE77PJF016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1769900066
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1769900066
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1769900066
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1769900066
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1769900066
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1769900066
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP045224.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWE9HBT0016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP045224.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWE9HBT0016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWEAEZU9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWEAEZU9014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWEBCNUZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWEBCNUZ014
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97.17%

97.32%

CP012312
1

CP020380
.1

CP029566
1

CP029566
A

CP035499
1

CP012323
1

CP035499
1

CP035499
A

CP035499
A

118


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472882634
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472882634
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472882634
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472882634
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472882634
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472882634
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP012312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWGND37B016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP012312.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWGND37B016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1469392145
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1469392145
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1469392145
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1469392145
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1469392145
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1469392145
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP020380.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWGRYN12016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP020380.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWGRYN12016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWGVH12C016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWGVH12C016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWGWTA1M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWGWTA1M014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWGZ227T014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWGZ227T014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472875321
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472875321
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472875321
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472875321
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472875321
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472875321
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP012323.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWGZXS6S016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP012323.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWGZXS6S016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWH14FGT016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWH14FGT016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWH1ZEBK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWH1ZEBK016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1817338627
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWH2XNC1016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP035499.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWH2XNC1016
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWH4X4BF014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWH4X4BF014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472875321
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472875321
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472875321
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472875321
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472875321
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472875321
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP012323.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWHDJBF9014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP012323.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWHDJBF9014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWHEGVG2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWHEGVG2014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWHFN95U016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWHFN95U016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1769900066
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1769900066
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1769900066
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1769900066
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1769900066
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1769900066
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP045224.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWHGJ5JN016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP045224.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWHGJ5JN016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1796472289
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWHJ8Y9H016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP029566.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWHJ8Y9H016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1780494393
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1780494393
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1780494393
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1780494393
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1780494393
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1780494393
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1780494393
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP046327.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWHKFC3H016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP046327.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWHKFC3H016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1769900066
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1769900066
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1769900066
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP045224.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWHMUA6D016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP045224.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=RWHMUA6D016
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1769900066
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1769900066
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1769900066
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472875321
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472875321
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472875321
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1472875321
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Anexo VII. Resultados de PCR punto final para los pares de cebadores.

9714 Smila 29741 25785 7110 6279 A2 8327

MW (+) (-) 9714 Smia 29741 25785 7110 6279 A2 8327
- .
C. secat
-
D.
e el gen-
Mw (+) (=) 9714 Smila 29741 25785 7110 6279 A2 8327 MW (-) 6822 7602
110 114 161 195 110 114 161 195 110 114 161 195
——
——
E.
MW ) Nap1 A-B+

110 114 161 195 110 114 161 195 110 114 161 195

Figura 12. Amplificacion de las cepas utilizadas con los cebadores 110 (panel A), 114
(panel B) y 161 (panel C), asi como las cepas 6822, 7602 (panel D), NAP1 y A-B+ (panel
E) con los cebadores 110, 114, 161y 195. Los nombres de las cepas del Clado C-I se
muestran en rojo. Se muestran los controles negativos de mezcla de reaccion sin ADN
como (-). En los paneles A, B 'y C el carril (+) corresponde a la cepa C-1 7602 y el (-) al
control negativo sin ADN. El carril MW corresponde al marcador de peso molecular
(100pb).



