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DOCUMENTO CIENTIFICO

1. INTRODUCCION

En esta nueva edicion de los Procedimientos en
Microbiologia Clinica, la Sociedad Espafiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica ha
considerado de interés incluir un documento que
recoja las aplicaciones de los métodos moleculares
en la tipificacion bacteriana y su utilidad en los
estudios epidemioldgicos.

Los sistemas de tipificacibn molecular constituyen
una de las aportaciones microbiolégicas que mas
difusiébn han tenido en los dUltimos afos. Estos
sistemas comprenden una gran variedad de técnicas
gue tienen como objeto comparar la composicion de
los acidos nucleicos de dos 0 mas microorganismos.
De este modo, se puede reconocer la relacién entre
aislamientos vinculados epidemiolégicamente vy, por
tanto, derivados recientes de un microorganismo
precursor comun. A la vez, deben ser técnicas
capaces de diferenciar aislamientos no relacionados,
con independencia de su pertenencia a la misma
especie microbioldgica o taxon. Con anterioridad
estos estudios se basaban en las caracteristicas
fenotipicas de los microorganismos (propiedades
antigénicas, metabdlicas o de resistencia antibiética).
Sin embargo, muchos de estos sistemas fenotipicos
son limitados para establecer diferencias o
similitudes concluyentes entre microorganismos.

En este documento se utilizard una nomenclatura
gue mantiene las siglas originales en inglés de las
diferentes técnicas y que son como se las conoce
internacionalmente.

2. METODOS MOLECULARES DE TIPIFICACION
EN EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

Las técnicas moleculares que analizan propiedades

0 polimorfismos genéticos en los microorganismos,

han ampliado notablemente el campo de Ila

tipificacion en microbiologia. Los fundamentos de
estas técnicas son variables: estudios de restriccion
del ADN cromosémico o extracromosémico, analisis
del numero de copias de determinadas secuencias

de insercion o repetitivas a lo largo del cromosoma o

de las regiones entre secuencias de insercion o

repetitivas adyacentes (REP-PCR; polimorfismo

IS6110 en  Mycobacterium  tuberculosis) o

amplificacion arbitraria de fragmentos genéticos (AP-

PCR). La mayor ventaja de estos métodos radica en

la estabilidad de los marcadores genéticos utilizados

y en la posibilidad de aplicarlos universalmente a

distintos géneros y especies de microorganismos.

Los marcadores moleculares se han aplicado a

diferentes campos y su disponibilidad ha mejorado

nuestro conocimiento sobre:

- patogénesis e  historia natural de ciertas
infecciones,

- deteccion de brotes y epidemias, identificacion
de reservorios y de mecanismos de transmisién
de patdgenos,

- disefio de medidas de control de propagacién de
la infeccién, y

- evolucién genética de poblaciones microbianas.

En todas estas aplicaciones el objetivo de los

marcadores moleculares es el de definir la relacién

existente, clonal o no, entre los aislamientos
estudiados. El término clon o grupo clonal en
epidemiologia hace referencia al grupo de
aislamientos relacionados por el hecho de descender
de un ancestro comun, esto es, por formar parte de
una cadena de replicacion y transmision. Las cepas
relacionadas provienen, pues, de la expansion clonal
de un precursor Unico y poseen un nivel de similitud
entre sus genotipos y fenotipos significativamente
superior al que se encontraria entre aislamientos no
relacionados de la misma especie seleccionados
arbitrariamente.
Merece también especial mencion, la diseminacion
horizontal entre bacterias (del mismo o distinto
taxon) de plasmidos o elementos genéticos
potencialmente moviles (transposones, integrones,
fagos...) que contengan secuencias relevantes
epidemioldégicamente, como por ejemplo, genes de
resistencia antibidtica o de virulencia. A estos
aspectos se ha dedicado también uno de los
apartados.
La aplicacibn de técnicas y marcadores de
epidemiologia molecular es indispensable en el
estudio de la infeccibn nosocomial, sobre todo en
hospitales en los que se dispone de unidades de
vigilancia intensiva, neonatologia, quemados,
hematologia u oncologia, en donde ingresan
pacientes susceptibles de adquirir infecciones graves
intrahospitalarias. Asimismo, existen numerosas
referencias relacionadas con la aplicacion de
marcadores moleculares al estudio de las
infecciones extrahospitalarias, son algunos ejemplos
los estudios de patrones de transmision de
tuberculosis, la identificacion de reservorios de
legionelosis y los estudios epidemiolégicos de
infeccién por neumococo 0 meningococo.
Los métodos moleculares aplicados al estudio
epidemioloégico pueden estructurarse en los
siguientes apartados: 1) analisis de ADN
extracromosémico; 2) restriccion de  ADN
cromosOmico y deteccion de secuencias por
hibridacién con sondas; 3) macrorrestriccion de ADN
cromosémico, 4) amplificacion de secuencias
genéticas con o sin restriccion posterior del producto
obtenido, 5) andlisis de ADN por secuenciacion y 6)
perfil de hibridacion de multiples secuencias. La
eleccién de la técnica a aplicar dependera de la
capacidad técnica y tecnolégica de cada laboratorio,
de la situacién epidemioldgica especifica a estudiar y
de la rapidez necesaria en la respuesta del
laboratorio. La  macrorrestriccion de  ADN
cromosOmico, incluye la técnica de PFGE, siendo
una de las mas utilizadas ya que presenta gran
versatilidad y permite conocer la clonalidad de
diferentes aislados en situaciones epidémicas con
tiempo y espacio definido. Como alternativa se
encuentran las técnicas de amplificacion (técnicas de
PCR), de mayor rapidez que el PFGE, que ofrecen
las mismas ventajas que el PFGE en situaciones de
epidemia, y el analisis por secuenciacién que ofrece
ventajas en estudios de grandes grupos clonales
pero de escasa utilidad en la caracterizacion de
epidemias por lo que se utilizan para el analisis y
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comparacién de aislados de diferentes éareas
geograficas y su evolucion en el tiempo. El perfil de
hibridacién de mudltiples secuencias incluye las
micromatrices o microarrays, técnica de escasa
aplicacion actual pero con gran proyeccion de futuro.
A continuacion se exponen los métodos moleculares
gqgue mas se han utlizado para estudios
epidemioldgicos en bacteriologia, clasificados en los
6 apartados mencionados. En cada uno de ellos se
comentan los fundamentos basicos y técnicos de
estos métodos, incluyendo criterios para la
interpretacion de los resultados e indicaciones sobre
cada uno de los procedimientos. Al final, se ha
incluido un capitulo de documentos técnicos, en el
gue se detallan 5 procedimientos, representativos de
los métodos moleculares expuestos, en forma de
protocolo de trabajo normalizado (PNT) redactado
segun la normativa 1SO, que puede ser adaptado a
las particularidades de cada laboratorio. Previamente
se indican las caracteristicas que deben reunir los
marcadores moleculares para poder utilizarse en el
estudio epidemioldgico.

3. CARACTERISTICAS DE LOS MARCADORES
MOLECULARES. CRITERIOS PARA LA
ELECCION DE UN BUEN MARCADOR
MOLECULAR

La definicion de clon es probabilistica y el nivel de

similitud necesario para su definicion debe tener en

cuenta el taxon estudiado, el marcador utilizado y el
tiempo que dure la investigacion epidemiologica. Por
ello, antes de escoger un marcador molecular debe
formularse de forma clara y precisa aquella pregunta
en términos epidemiolégicos cuya respuesta es
preciso conocer, definir el nivel de relacion genética
que es necesario determinar para responder a la
pregunta anterior, escoger los marcadores que son

capaces de discriminar a este nivel de relacion y

verificar la eficacia de los métodos seleccionados.

Cuando se analizan brotes epidémicos por taxones

muy homogéneos es necesario utilizar marcadores

muy discriminativos para reconocer a los
aislamientos no relacionados como distintos de la
cepa epidémica. Por el contrario, en la vigilancia de
las enfermedades infecciosas, puede interesar
monitorizar la diseminacion de un clon a nivel
mundial de forma prospectiva (esto es, durante
mucho tiempo). En este caso, es posible que este
clon sufra cambios microevolutivos que generen
patrones relacionados pero no idénticos. Si
utilizamos marcadores muy discriminativos podemos
identificar aislamientos relacionados como
diferentes. Es por ello que se ha recomendado
establecer categorias de relacion entre las cepas. En
el caso de la electroforesis de campo pulsante

(pulsed-field gel electrophoresis, PFGE), se habla de

cepas “idénticas”, “probablemente relacionadas”,

“posiblemente relacionadas” o “distintas” en funcién

del nimero de cambios genéticos que traduce la

diferencia existente entre los patrones obtenidos. En
cualquier caso, conviene recordar que estos criterios
se han establecido para el estudio de epidemias con
el objeto de diferenciar las cepas incluidas en una

cadena de transmision (relacionadas) de las que no
lo estan (no relacionadas). Por otra parte, cuando se
utilizan marcadores cuya capacidad discriminativa se
basa en secuencias que se ven influidas por el
ambiente o el estado fisiolégico del microorganismo
las diferencias que se observan no seran
proporcionales al grado de relacién de las cepas.
Asi, por ejemplo, los pladsmidos se ven muy influidos
por las condiciones de crecimiento del
microorganismo y las diferencias en el pefrfil
plasmidico no traducen necesariamente el grado de
relacion existente entre las cepas estudiadas.

La capacidad de discriminacién de un marcador
depende de la variabilidad genética existente en la
region del cromosoma que explora. Asi, por ejemplo,
el PFGE explora todo el cromosoma detectando la
variabilidad existente en los lugares de restriccion del
enzima utilizado para la digestion del ADN o la
insercion o delecién de grandes fragmentos entre
dos lugares de restriccion. En funcién de estos
factores se obtendra un polimorfismo en los tamafios
de los fragmentos obtenidos en la digestion. En
general el PFGE es muy discriminativo ya que es
muy sensible a la microvariacion existente en una
coleccion de cepas. Por el contrario, el ribotipado
basa su capacidad de discriminacion en la
variabilidad existente en las regiones cromosdmicas
adyacentes a las distintas copias del operén rrn. Este
marcador suele ser menos discriminativo y la
variabilidad que detecta suele tener su origen en un
momento relativamente lejano en el tiempo (Tabla 1).
Idealmente un marcador deberia permitir calcular la
distancia genética existente entre las cepas
estudiadas. Su conocimiento permite establecer la
relacién entre las cepas y, por lo tanto, conocer con
precisibn su historia evolutiva. Las diferencias
detectadas por este marcador ideal deberian
corresponder a cambios evolutivos “neutros” cuya
acumulacion  fuera  proporcional al tiempo
transcurrido. Ello requiere que la estructura
poblacional del microorganismo estudiado sea
fundamentalmente clonal. En aquellas poblaciones
panmiticas en las que los fendémenos de
recombinacion dan lugar a un intercambio aleatorio
frecuente de genes es mas dificil interpretar los
resultados de los marcadores moleculares.

En cualquier caso, deben escogerse marcadores que
analicen secuencias con baja recombinacién. Debe
mencionarse, no obstante, que en determinadas
especies muy homogéneas la Unica manera de
discriminar los aislamientos es analizar precisamente
regiones recombinativas (este es el caso, por
ejemplo de M. tuberculosis donde se utiliza el
polimorfismo genético asociado a la 1S6110 o el
tipado por la unidad repetitiva intercalada de
micobacteria: MIRU).



Tabla 1. Caracteristicas de los marcadores moleculares mas utilizados (modificada de van Belkum et al. Clin Microbiol Rev 2001; 14: 547-560)

Marcador Tipabilidad Reproducibilidad Poder de Facilidad técnica Interpretacion Disponibilidad Coste
discriminacion
Perfil plasmidico Variable Regular Variable Regular Buena Excelente Medio
REA de ADN total Excelente Variable Variable Buena Regular Variable Medio
Ribotipado Excelente Excelente Buena Buena Buena Variable Alto
PFGE Excelente Excelente Excelente Buena Buena Variable Alto
PCR Excelente Regular Excelente Buena Regular Buena Medio
AFLP Excelente Buena Excelente Buena Regular Baja Alto
MLST Optima Excelente Excelente Dificil Excelente Baja Alto

REA: analisis del ADN total con enzimas de restriccion de alta frecuencia de corte; PFGE: digestion del ADN total con enzimas de baja frecuencia de corte y
resolucion de los fragmentos generados por electroforesis de campo pulsante; PCR: polimorfismo de amplificacion; AFLP: polimorfismo del tamafio de los
fragmentos de amplificacion: MLST: tipado por secuenciacion de multiples loci.



3.1. EVALUACION DE LOS MARCADORES
MOLECULARES:
3.1.1. Criterios que evaluan su eficacia:
Tipabilidad: Proporcion de cepas que un marcador
puede clasificar como pertenecientes a un tipo
determinado. Al conjunto de cepas que no son
susceptibles de ser clasificadas se les conoce como
cepas no tipables. Un marcador sera tanto mas (til
cuando mas se acerque su tipabilidad al valor 1.
Reproducibilidad: Capacidad de un marcador para
clasificar a una cepa en el mismo tipo cuando se
realizan varios ensayos independientes. En aquellos
marcadores complejos no debe tenerse en cuenta la
variabilidad que se acepta entre patrones dentro de
un mismo tipo. Los experimentos destinados a
valorar la reproducibilidad deben tener en cuenta
todas las variables posibles. Dado que el valor de
reproducibilidad de un marcador afecta de manera
muy significativa su capacidad de discriminacion, el
valor de reproducibilidad debe ser superior a 0,95.
Las situaciones en las que se pretende comparar un
namero limitado de cepas (frecuentemente en el
mismo experimento) toleran una menor
reproducibilidad; las bases de datos a gran escala
(centros de referencia) exigen una reproducibilidad
mayor.
Estabilidad: Mide la capacidad de un marcador para
reconocer la relacién clonal que existe entre cepas
gue proceden de un precursor comudn, a pesar de la
variacion fenotipica o genotipica ocurrida durante la
diseminacion clonal en la naturaleza o en el
almacenamiento y replicacion en el laboratorio
(epidemias a gran escala, cepas de archivo). El
estudio de la estabilidad in vivo se realiza
comparando cepas antes y después de un ndmero
de pases en un modelo animal, aislamientos
consecutivos en el mismo enfermo (colonizacién o
infeccidn persistente) o en sitios anatémicos distintos
o en el curso de epidemias muy bien definidas. El
estudio de la estabilidad in vitro se realiza
comparando las cepas antes y después de su
almacenamiento durante un periodo determinado de
tiempo, en el que se hacen una serie de resiembras
en un medio de cultivo concreto (se recomienda
incluir un minimo de 10 cepas que se estudian cada
cinco pases en un experimento de 50 resiembras, lo
gue da un total de 100).
Poder discriminativo: Probabilidad promedio de que
el marcador utilizado clasifique en 2 tipos distintos a
2 cepas no relacionadas escogidas al azar de la
poblacibn de un determinado taxén. ElI poder
discriminativo se cuantifica con el Indice de
Diversidad de Simpson, segun la férmula:
ID= 1-1/N (N-1)2°; nj (n-1)
N= n° de cepas; S=n° tipos distintos; n= n° cepas
pertenecientes al tipo J.
El valor de ID depende del nimero de tipos distintos
definidos por el marcador y de la homogeneidad con
la que la poblacién estudiada se distribuye en los “n”
tipos. ldealmente el valor de ID debe ser superior a
0,95. Puede utllizarse wuna combinacion de
marcadores.

3.1.2. Criterios que evaluan su eficiencia:
Antes de escoger un marcador debemos considerar
las caracteristicas de la investigacion que nos
proponemos llevar a término. Entre estas
caracteristicas cabe destacar el tamafio de la
muestra a analizar y la premura con la que se
necesitan los resultados. Asi, no es lo mismo un
estudio de 5 casos que pueden corresponder a una
transmision nosocomial cuya confirmacién puede
condicionar una serie de medidas de control que
estéan en marcha, que un estudio retrospectivo sobre
la difusion de una cepa en una determinada
comunidad que puede representar el analisis de
centenares de cepas. Dada por supuesta la
capacidad de discriminacion, en el primer caso se
valorara la rapidez del marcador y la disponibilidad
de los distintos marcadores en el entorno inmediato.
En el segundo seran la reproducibilidad y el coste.
También hay que valorar la versatilidad de un
marcador y su facilidad técnica. EI PFGE es un
marcador flexible, ya que se puede utilizar para el
estudio de la mayor parte de bacterias, pero el
procedimiento técnico es relativamente complejo y
exige de una instrumentacion especifica que no se
encuentra presente en todos los laboratorios de
microbiologia clinica. Con la excepcion del
ribotipado, las técnicas que analizan polimorfismos o
variantes de restriccién (restriction fragment length
polymorphism o RFLP) asociados a una secuencia y
revelados con una sonda especifica, ademas de
técnicamente complejos, sélo sirven para el estudio
de la especie en la que se encuentra esta secuencia
(por ejemplo, RFLP asociado a 1S6110 y M.
tuberculosis). En los taxones en los que se han
demostrado utiles, los polimorfismos de amplificacion
son rapidos, técnicamente sencillos y la mayor parte
de laboratorios de microbiologia tienen acceso a un
termociclador.
Por ultimo, es importante considerar la facilidad con
la que se pueden exportar los datos generados a
bases de datos del propio laboratorio o intercambiar
estos con otros laboratorios o centros de referencia.
3.1.3. &Con qué coleccidn de cepas deben evaluarse
los marcadores epidemioldgicos?
Deben evaluarse con una coleccion suficientemente
numerosa de cepas, correctamente identificadas al
nivel taxonémico indicado, que reflejen al maximo la
diversidad que se espera en este taxén, o como
minimo en la subpoblacién que se pretende estudiar
con el marcador. Es conveniente que se incluyan los
diferentes grados de relacién posible, esto es, cepas
idénticas, cepas no idénticas pero muy similares,
cepas moderadamente relacionadas y cepas
claramente distintas. La relacién epidemioldgica de
las cepas debe conocerse en funcion de datos
clinicos y epidemiolégicos pormenorizados.
Para conocer la tipabiidad y el poder de
discriminacién se recomienda estudiar una coleccion
numerosa de cepas no relacionadas
epidemiolégicamente (>100). Cuando se quiere
conocer la estructura genética de una poblacién se
utilizan colecciones incluso mayores que deben
reflejar el conjunto de la poblacion. Por ejemplo, en
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el caso del meningococo se han de incluir cepas
aisladas de enfermos, pero también de portadores.
Para conocer la eficacia de un marcador en el
estudio y control de brotes epidémicos se han de
comparar las cepas supuestamente relacionadas con
una coleccién de cepas control no relacionadas (de
10 a 30 cepas) aisladas de pacientes similares y en
un periodo de tiempo similar.

3.1.4. Andlisis de los datos

La mayoria de los marcadores moleculares se basan
en separaciones electroforéticas que dan lugar a un
patron de bandas. El analisis de los resultados se
basara en el céalculo de los coeficientes de similitud
de estos patrones para cada par de cepas. Estos
resultados se expresan en una matriz de similitud
que puede representarse graficamente como un
dendrograma de homologias.

Es extremadamente importante estandarizar las
condiciones experimentales a fin de que los patrones
electroforéticos sean reproducibles y puedan
compararse los resultados obtenidos en distintos
geles tanto en el mismo laboratorio como en distintos
laboratorios. Este hecho es especialmente
importante cuando los datos de tipificacion de un
determinado microorganismo se centralizan en un
laboratorio dando lugar a grandes bases de datos. Si
bien este esfuerzo de estandarizacibn se ha
realizado para algunos microorganismos (M.
tuberculosis y RFLP asociado a 1S6110,
Staphylococcus aureus y PFGE) queda mucho por
hacer en este sentido.

El primer paso en el andlisis de los resultados es la
normalizacion de los geles. Existen numerosos
factores que influyen en el proceso electroforético
(protocolo de trabajo, carga del gel, condiciones de
electroforesis, instrumentacion... etc) que pueden dar
lugar a que dos bandas del mismo tamafio tengan
una posicion en el gel ligeramente diferente. La
normalizacion consiste en asignar a estas bandas el
mismo peso (posicién) a pesar de las diferencias
generadas por el proceso analitico. La normalizacién
de los geles se ha visto facilitada por el desarrollo de
programas informaticos (algunos comercializados),
pero en cualquier caso exige una cuidadosa
supervision visual.

Una vez normalizados los geles, para el calculo de la
similitud entre un par de cepas pueden utilizarse
diversos coeficientes. EI méas utlizado es el
coeficiente de Dice que se basa en la posicién de las
bandas. Cuando se ha definido la totalidad de
bandas presentes, se determina su presencia o
ausencia en cada una de las dos cepas y el
coeficiente de similitud se calcula con la siguiente
férmula:

Sp = e
2npg+a+b

Nag = nUmero de bandas presentes en las dos
cepas

a = numero de bandas presentes en la cepa A
pero no en la cepa B

b = ndmero de bandas presentes en la cepa B
pero no en la cepa A

Otros marcadores basados en la posicion de las
bandas son el de Jaccard o el coeficiente de
Pearson. Existen otros coeficientes de similitud que
también tienen en cuenta la intensidad de las
bandas. Su utilizacion exige que la intensidad de las
bandas sea reproducible en los diferentes ensayos.
El algoritmo matematico que se utliza mas
comunmente para construir dendrogramas a partir de
la matriz de similitud es el método de agrupacion por
pares no ponderado, utilizando promedios
(unwweighted pair group method using arithmetic
averages: UPGMA). Este método asume que el “reloj
molecular” es idéntico para todas las cepas y da
lugar a un &rbol “con raiz” (o punto de partida) a
partir del cual tienen lugar las divisiones. Los
dendrogramas generados con los marcadores
moleculares no hay que considerarlos como una
representacion filogenética de las relaciones entre
cepas, sino como una forma practica de visualizar el
grado de relacion entre cepas e identificar grupos o
clades. En un dendrograma, el punto de corte para
considerar las cepas como relacionadas es arbitrario.
En algunos casos se exige una identidad de
patrones pero frecuentemente, tal como se ha
comentado para el PFGE, se acepta un cierto
namero de diferencias. La experiencia, y, tal como se
ha comentado, la concordancia de sistemas de
tipado ayudan a seleccionar un punto de corte
adecuado.
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4. ANALISIS DEL ADN EXTRACROMOSOMICO Y
DE LOS ELEMENTOS GENETICOS DE
TRANSMISION HORIZONTAL

La resistencia a agentes antimicrobianos se produce

por mutaciébn o por la adquisicion de genes

localizados en diferentes elementos de transmision

horizontal (ETH) como plasmidos, transposones o

integrones, capaces de transmitirse  entre

microorganismos de la misma o de distinta especie.

El aumento de la resistencia a un determinado

antibiético puede ser debido a la diseminacién de un

clon o de un ETH entre distintas cepas. La

diferenciacion entre “epidemias” debidas a clones o0 a

ETH puede ser relevante ya que las politicas de
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control pueden varian segun las diferentes
situaciones  epidemioldgicas. ElI analisis vy
caracterizacion de los ETH permite la monitorizacién
de elementos genéticos especificos de los
microorganismos o de areas geogréficas que pueden
ser importantes en la evolucién y diseminacion de las
bacterias que los albergan.

En este apartado analizaremos los fundamentos e
importancia del andlisis de diferente ETH implicados
en la diseminacién de la resistencia a los
antimicrobianos con especial énfasis en los
plasmidos.

4.1. PLASMIDOS

Los plasmidos son elementos de ADN
extracromosomico que constituyen entre el 1% vy
>10% del genoma de muchas especies bacterianas.
Se replican intracelularmente de manera autbnoma
y, aunque en la mayoria de las ocasiones no son
esenciales para la viabilidad de la célula, contienen
genes que confieren distintas propiedades como la
resistencia a antibioticos, virulencia o actividades
metabolicas. Los plasmidos se clasifican segun sus
caracteristicas, algunas de ellas con importancia
epidemiolégica: tamafio, rango de hospedador
(presencia en una o diferentes especies y géneros),
namero de copias por célula, capacidad de
transferirse  por conjugacion 'y grupo de
incompatibilidad. Tradicionalmente, el namero de
plasmidos por célula se ha utilizado como marcador
fenotipico. Hoy en dia tiene escasa utilidad y el
analisis plasmidico esta enfocado a dirimir la
transmisibilidad de los genes que albergan y por
tanto su valor epidemioldgico.

Los plasmidos estan constituidos por una region
constante que incluye determinantes genéticos para
sus funciones esenciales (replicacién, mantenimiento
y transferencia) y una region variable de ADN
heterélogo (ej., genes de resistencia). La relacion
epidemiolégica entre distintos plasmidos se realiza
en funcién de su region constante. La caracterizacién
del ADN heterdlogo es util para determinar la
ecologia y la epidemiologia de los mismos en
respuesta a distintas presiones selectivas, en el caso
de los determinantes de resistencia a la utilizacion de
antimicrobianos.

Los plasmidos suelen existir como moléculas
circulares de ADN de doble hebra (dsADN) cerradas
covalentemente (conocidas como formas CCC,
Covalently Closed Circular). Las alteraciones por
rotura de la dsADN dan lugar a las configuraciones

plasmidicas abierta circulares (formas OC, Open
Circular) o lineal (formas L) segun se afecte una o
las dos hebras. Estas tres configuraciones migran a
distinta velocidad en los geles de agarosa: la forma
CCC mas rapidamente que la OC y ésta mas
rapidamente que la L. Todas ellas se encuentran
frecuentemente en una misma célula por lo que
normalmente se observan 3 bandas
correspondientes al mismo pladsmido. Con frecuencia
también se detectan dimeros o multimeros de las
formas CCCy OC (figura 1.).

Figura 1. Interpretacion del ADN plasmidico obtenido.
Problemas mas frecuentes en la extraccion de plasmidos.
Linea E. ADN plasmidico puro de excelente calidad. Las
lineas 1-5 ilustran los resultados atipicos mas frecuentes
gue nos podemos encontrar. Linea 1, Formas CCC (banda
inferior) y OC (banda superior) del plasmido multicopia
pUC18 con una banda inferior de ADN plasmidico
degradado (inmediatamente debajo de la forma CCC).
Estas formas aparecen tras una lisis prolongada y son
resistentes a la digestion enzimatica. Linea 2, multimeros
de las formas CCC junto con las formas CCC y OC del
pldsmido pTZ19. Los multimeros se diferencian de la
contaminaciéon de ADN cromosdémico con una simple
digestién enzimética, éstos junto las formas CCC y OC
daran una Unica banda correspondiente a la forma L del
plasmido como se ilustra en el siguiente carril. Linea 3,
formas L del plasmido tras digestion enzimética. Linea 4,
contaminacion de ADN cromosomico (banda superior)
junto a las formas CCC y OC plasmidicas. Se observa
cuando las preparaciones han sido tratadas agresivamente
(agitacién con vortex durante los primeros pasos de la
extraccion). Se identifica facilmente tras digestion
enzimatica ya que da lugar a una mancha difusa a lo largo
del carril como se ilustra en la linea 5. Linea 5, ADN
plasmidico contaminado con ADN cromosémico tras
digestién enzimatica. Linea 6, marcador de peso molecular
lambda ADN digerido con Hindlll. (Imagen tomada de
Qiagen Plasmid Purification Handbook 09/2000)

Los plasmidos se han encontrado en la mayoria de
las bacterias conocidas. En algunos géneros como
Borrelia y Streptomyces existen los Illamados
“plasmidos lineales” de extremos covalentemente
cerrados y estructura similar a la de algunos virus.
4.1.1. Fundamentos y variantes técnicas

El analisis de plasmidos tiene como objetivos
detectar su presencia y/o establecer la relacion entre
ellos. Para ello es necesario partir de un cultivo
bacteriano adecuado, centrifugar el cultivo, aplicar un
método de extraccion y purificar el ADN plasmidico
obtenido. Posteriormente podremos medir el tamafio
de los plasmidos y establecer las relaciones
epidemioldgicas.

4.1.1.1 Crecimiento del cultivo bacteriano. La
cantidad y calidad de ADN plasmidico final obtenido
vienen determinadas por diferentes factores como el
namero de copias, el tamafio del ADN heterdlogo y
la cepa hospedadora. Los plasmidos de alto peso
molecular o con grandes secuencias en su region
variable suelen estar en bajo nimero de copias y el
rendimiento de su extraccibn puede optimizarse
modificando el volumen, el medio de cultivo y la




técnica de lisis. Debe tenerse en cuenta diferentes

factores:
Inoculacién. Se debe partir de una Unica colonia de
cultivo en medio selectivo solido crecidas el dia
anterior. La incubaciéon debe ser de 12-16 h
coincidiendo con la transicion de la fase logaritmica
a la estacionaria. En este intervalo, el cociente
ADN/ARN es mayor que en la fase logaritmica y el
ADN todavia no se degrada, como sucede al final
de la fase estacionaria.
Medios de cultivo. Suelen ser liquidos y con
suplemento antibiético para lograr amplificar las
células que portan el plasmido. El mas utilizado es
el medio Luria Bertani (LB), siendo la formulacion
que contiene 10 g de NaCl/L la que mejores
rendimientos de ADN plasmidico ofrece. En el caso
de plasmidos de muy bajo nimero de copias
pueden utilizarse medios enriquecidos como el
medio TB (Terrific Broth) que aumentan de 4-6
veces el rendimiento. Para microorganismos
grampositivos se utiliza infusion cerebro-corazon
(BHI), tripticasa de soja (TSA) o medio definido M9.
Si se utilizan medios de cultivo ricos, el volumen ha
de reducirse para evitar un aumento de la biomasa
gue aumentaria la viscosidad del lisado, afectaria a
la lisis bacteriana y haria necesaria una mayor
agitacion con aumento del riesgo de fragmentacion
del ADN cromosémico y por tanto contaminacion
del ADN plasmidico.
La adicion de cloranfenicol (170 ug/mL) al medio de
cultivo amplifica el ndmero de copias de los
plasmidos y por tanto el rendimiento final. Esto se
debe a la accion inhibitoria del cloranfenicol sobre
la sintesis de proteinas y por ello sobre la
replicacion del cromosoma bacteriano pero no
sobre la de los plasmidos. Asimismo, favorece la
disminucion de la biomasa cuando se emplean
grandes volimenes. El cloranfenicol no debe
afadirse cuando se inocula el microorganismo sino
después de 2,5 h de incubacion.
Volumen de cultivo. Casi todos los métodos,
muchos de ellos comerciales (sistemas miniprep),
pueden adaptarse para diferentes volimenes. En
general se debe aumentar el volumen en funcion
del tamafio y nimero de copias (tabla 2) .

Cepas hospedadoras. La extraccion de plasmidos
se puede realizar a partir de las cepas salvajes que
los albergan (cuando se quiere determinar el
contenido plasmidico o las cepas contienen un
Unico pldsmido) o de los transconjugantes a los
que previamente se ha transferido el plasmido
(cuando se quiere caracterizar un unico plasmido
en cepas que contienen mas de uno). En este
ultimo caso, se deben utilizar cepas receptoras
conocidas para asegurarnos una extraccion optima.
Existe un gran numero de cepas receptoras de
Escherichia  coli. La mayoria  funcionan
adecuadamente pero HB101 y sus derivados como
TGl y la serie JIM100 liberan una gran cantidad de
carbohidratos durante la lisis lo cual puede inhibir la
digestién con enzimas de restriccién y tienen una

elevada actividad endonucleasa lo que determina
un ADN de inferior calidad. Las cepas DH1, DH5a,
C600 y XL1Blue son las que mejores rendimientos
ofrecen. En ocasiones se recomiendan algunas
especificas de especie como OG1RF y JH2-2 para
Enterococcus faecalis o la cepa GE1 para
Enterococcus faecium.
4.1.1.2. Centrifugacion, lisis bacteriana y extraccion
del ADN plasmidico. El contenido celular de los
cultivos bacterianos se concentra por centrifugacion
y se lisa por diferentes métodos que incluyen
tratamiento con alcalis o calor, detergentes ionicos o
no idnicos y disolventes orgénicos. La eleccion del
método de extraccion depende de la especie
bacteriana que contiene el plasmido, su tamafio
molecular y el tipo de andlisis que se planee realizar:
Los plasmidos de alto peso molecular han de
extraerse con una lisis suave que evite su
fragmentacion. Normalmente se resuspenden en
soluciones de sacarosa y se tratan con lisozima y
EDTA para romper la membrana, procediendo a la
lisis de los esferoplastos resultantes del tratamiento
previo con detergentes como dodecil sulfato de
sodio (SDS). Los plasmidos de bajo o medio peso
molecular (los mas frecuentemente analizados) se
extraen con métodos mas agresivos que incluyen
tratamiento con EDTA y lisozima y exposicion
posterior al calor o a alcalis.
El tratamiento debe modificarse segun la cepa
hospedadora (especie bacteriana o estirpe, debido
a la diferente composicién de la pared celular de
distintos microorganismos).
Se han descrito numerosos protocolos para la
separacién de ADN plasmidico del cromosémico.
Los protocolos actuales permiten el analisis de un
gran numero de muestras (métodos “a pequefia
escala"). Se basan mayoritariamente en el método
de lisis alcalina de Birnboim y Doly y son
aplicables a wun gran numero de bacterias
grampositivas y gramnegativas. Este método se
basa en la diferente resistencia a valores de pH
elevados del ADN plasmidico y cromosémico. La
aplicacién de una solucién de SDS y NaOH provoca
la lisis celular y la desnaturalizacion del ADN
plasmidico y cromosémico. La neutralizacién con
acetato potasico permite que el ADN plasmidico
vuelva a su configuracion CCC vy por tanto
permanezca soluble mientras el ADN cromosémico y
las proteinas precipitan en un complejo formado por
potasio y SDS que se elimina por centrifugacion. El
ADN plasmidico en el sobrenadante se concentra
por precipitacion con etanol. Los métodos se
modifican en el caso de microorganismos
grampositivos con el fin de digerir la pared celular
(por adicion de lisozima o de lisozima y lisostafina) o
para posterior restriccion afadiendo RNAsa.




TABLA 2. Principales métodos para la extraccion de pladsmidos y sus aplicaciones

Método Microorganismos Tamafio |Purificacién | DNA para |Aplicaciones/Observaciones Referencia
(kbp) posterior digestion
Kadoy Liu Gramnegativos: Enterobacteriaceae, 2-150 NO Six* Su aplicacion principal es la determinacion del | J Bacteriol, 1981
Acinetobacter, Aeromonas, Pseudomonas tamafio molecular
Grampositivos: Staphylococcus aureus, **E| ADN obtenido puede utilizarse para
Staphylococcus epidermidis, Bacillus, digestion aunque normalmente se evita debido
Listeria a que la contaminacion con fenol puede inhibir
la digestion enzimatica
Barton Grampositivos, Gramnegativos, levaduras >150 NO NO Su Unica aplicacion es la determinacion del Analytical
tamafio molecular Biochem, 1995
Birnboim y Doly Gramnegativos: Enterobacteriaceae, <60 Variable Sl Método de eleccion para minipreps y para Nucleic Acids
Acinetobacter, Aeromonas, Pseudomonas midi/maxipreps si se aplica un paso de Research, 1979
Grampositivos: Staphylococcus aureus, purificacion posterior.
Staphylococcus epidermidis, Bacillus, Se debe recurrir a otro método si los plasmidos
Listeria son >100-150kbp
Holmes y Quigley Gramnegativos: Enterobacteriaceae, <50 NO Sl Solamente utilizable para plasmidos multicopia. | Analytical
(“boiling”) Acinetobacter, Aeromonas, Pseudomonas El ADN obtenido es de inferior calidad al Biochem, 1981
Grampositivos: Staphylococcus aureus, conseguido por otros métodos pero permite
Staphylococcus epidermidis, Bacillus evaluar un gran namero en un corto espacio de
tiempo
Chassy Grampositivos: estreptococos, 2-50 NO Sl Biochem Biophys
actinomicetos, rodococos o nocardias Res Comm, 1976
Woodford Enterococcus spp <50 NO Sl Utilizado frecuentemente por muchos autores. | Antimicrob Agents
Ampliamente aceptado para este género Chemother, 1993
aungue otros métodos aqui mencionados dan
excelentes resultados
Townsend S. aureus <50 NO Sl Utilizado para el andlisis de plasmidos en un Lett Appl Microbiol,
gran nimero de muestras de esta especie 1985
Anderson y McKay E. faecalis, Streptococcus >50kbp |NO Sl Appl Environm
Microbiol, 1983
Currier and Nester Gramnegativos >100 Sl Sl Uno de los métodos de eleccion para la Analytical
Grampositivos: Enterococcus faecalis, obtenciéon de plasmidos de elevado Pm en Biochem, 1976
Enterococcus faecium, Staphylococcus cantidades del orden de decenas de
aureus (modificacion del original en ref 3) microgramos-mg Referencia 3
Portnoy Gramnegativos: Enterobacteriaceae, >100-530 |SI Sl Es el método de eleccion para la obtencién de | Infect Inmunol,

Pseudomonas aeruginosa, Legionella
Grampositivos: Enterococcus spp,
Streptococcus spp, Staphylococcus spp

plasmidos de elevado Pm
(rendimiento:decenas de microgramos-mg)

1981




Este método estd limitado a la obtencion de
plasmidos en alto o medio nimero de copias y de
peso molecular <50 kb. Algunos microorganismos
grampositivos como estreptococos, actinomicetos,
rodococos o0 nocardias pueden resultar dificiles de
lisar, empledndose en estos casos el método de
Chassy que incluye un pretratamiento con lisozima y
PEG para hacer a las células sensibles a la accion
de los detergentes.

Un método rapido que permite la extraccién de
plasmidos CCC de grampositivos y gramnegativos
con un amplio rango de peso molecular es el
método de Kado y Liu que combina tratamiento a
elevado pH con una elevada temperatura (55°C) lo
cual tiene el efecto de reducir la obtencién de ADN
cromosomico en la preparacioén final. Las proteinas
residuales obtenidas en el proceso se eliminan por
extraccion con fenol:cloroformo lo cual puede inhibir
la digestion posterior con enzimas de restriccion.

La extraccion de plasmidos por calor (método de
“boiling” o de Holmes y Quigley) se utiliza para
extraer ADN plasmidico de un gran ndmero de
muestras  empleando pequefios  volumenes
(minipreps). EI ADN suele ser de calidad inferior al
obtenido con otros métodos. Las bacterias se lisan
tras tratamiento con lisozima, triton y calor. EI ADN
cromosOmico queda en la pared celular y se elimina
por centrifugacion. EI ADN plasmidico queda en el
sobrenadante y se precipita con isopropanol.

Para la extraccion de plasmidos de mayor peso
molecular se utilizan modificaciones de los métodos
de lisis alcalina o de “boiling” con un paso de
purificacion posterior (ver apartado 5.1.1.3) o
distintos métodos a gran escala que incluyen una
lisis suave y purificacion posterior del ADN con CsCl
(tabla 2). La deteccion y determinacion del peso
molecular de megaplasmidos se realiza por el
método de Barton que permite la separacion de
plasmidos de hasta 600 kb y consiste en el andlisis
del ADN por PFGE tras digestién con S1 nucleasa.
4.1.1.3. Purificacién del ADN. La mayoria de los
plasmidos obtenidos con minipreps no requieren
purificacion posterior ya que permiten obtener una
cantidad de ADN suficiente para la digestion
enzimatica, transformacion, aislamiento de
fragmentos especificos y/o generacion de sondas.
Sin embargo, los plasmidos de elevado peso
molecular (>20 kb) siempre deben purificarse. El
método de eleccidn es la centrifugacion en gradiente
de cloruro de cesio-bromuro de etidio (CICs-BrEt).
Debido a su excesivo coste y duracién y la
imposibilidad de aplicaciéon a un elevado niamero de
muestras se han desarrollado otros métodos que
incluyen el uso de resinas de intercambio idnico,
HPLC o precipitacion diferencial con polietilenglicol
(PEG). Las resinas estan disponibles
comercialmente (equipos QIAGEN Plasmid Midi,
Maxi, Mega y Giga, distribuidos por IZASA) y
permiten la extraccion y purificacién de plasmidos de
hasta 150 kb.

4.1.1.4. Digestién del ADN plasmidico. El estudio de
las relaciones epidemioldgicas entre diferentes
plasmidos se lleva a cabo por comparacién de sus

patrones de huella dactilar (“plasmid fingerprinting”)
generados tras la digestion del dsADN plasmidico
(formas CCC) con enzimas de restriccion (ER). Para
gue los resultados puedan ser interpretables, los
patrones deben tener entre 5y 10 bandas. Dado que
en la mayoria de los casos la secuencia de los
plasmidos se desconoce, la eleccién del/los ER ha
de realizarse inicialmente de forma empirica.
4.1.1.5. Determinacion del peso molecular de
plasmidos. La estimacion del tamafio molecular de
un plasmido se realiza por comparacion de la
movilidad electroforética en geles de agarosa de sus
formas CCC con la de plasmidos de tamafo
molecular conocido o por la suma del tamafio de los
fragmentos de ADN obtenidos tras digestion
enzimética. La determinacion del tamafio de
plasmidos lineales ha de realizarse por electroforesis
de campo pulsante. En general, es necesario:
- Calcular la movilidad electroforética: se define
midiendo las distancias de migracién de los
fragmentos de ADN (en mm) sobre la fotografia
de los geles o de las imagenes.
- Construir una curva de calibracion en la que se
representa la distancia recorrida (en mm) de los
controles utilizados frente a sus pesos
moleculares (en kbp). La curva ha de ser una
linea recta para permitr una correcta
determinacion de los valores objeto de estudio
por interpolacion. Existen distintos métodos
matematicos lineales que incluyen el log,, del
tamafio molecular versus la movilidad, el log;o del
tamafio molecular versus el log;, de la movilidad,
y el tamafio molecular versus el valor reciproco
de la movilidad. Este Ultimo es uno de los mas
precisos, especialmente cuando se aplica con el
método de minimos cuadrados adaptado a los
ordenadores personales. Finalmente, el tamafio
molecular de los fragmentos correspondientes se
determina por interpolacion de las distancias
recorridas sobre la curva de calibracién obtenida
con los valores de los controles.
- Los nuevos sistemas de captacion y analisis de
imagenes digitalizadas ampliamente utilizados en
la actualidad como el Phoretix™ gel analisis
software package (NonLinear Dynamics USA,
Newcastle, UK) o el Applied Mathemathics
(BioRad, Birmingham, UK) permiten el calculo
computerizado de los pesos moleculares, el
andlisis de gran numero de muestras y la
comparacion de muestras en distintos geles de
forma directa.
4.1.2. Criterios para la interpretacion de los
resultados
4.1.2.1. Andlisis de plasmidos sin restriccion. La
obtencion de perfiles plasmidicos idénticos o muy
similares en diferentes aislados debe ser
interpretada con precaucion ya que no siempre
refleja una relacién epidemiolégica entre los mismos.
Hay que tener presente que especies bacterianas
proximas evolutivamente adquieren con frecuencia
plasmidos similares y que determinados patrones
plasmidicos pueden ser muy estables en
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determinadas especies como Salmonella spp. vy
Shigella spp.

4.1.2.2. Analisis de perfiles de plasmidos tras
restriccion. Se realiza por comparacion de los
polimorfismos genéticos obtenidos tras la digestion
enzimatica del ADN plasmidico. A diferencia de lo
que sucede con el ADN gendmico, no existen
criterios que establezcan el nimero de bandas que
deben compartir dos pladsmidos para ser
considerados idénticos o posiblemente relacionados.
En general, consideramos que dos plasmidos estan
genéticamente relacionados cuando comparten >3
sitios de restriccion para un ER determinado y
generan el mismo nimero de bandas de igual peso
molecular. Esto suele confirmarse al menos para 2
ER diferentes (figura 2).

At A AJ A4 AS As AT AR M1 M2

Figura 2. Analisis de polimorfismos plasmidicos.(Método
de Birnboim Doly y purificacion posterior con resinas de
intercambio ionico). Electroforesis en gel de agarosa de los
patrones de bandas correspondientes a plasmidos de
diferentes clones de Klebsiella pneumoniae productores de
TEM-4 tras digestién enzimatica con EcoRIl y Pstl. Este
ensayo permiti6 demostrar una epidemia plasmidica en
nuestra institucion. El ADN plasmidico fue obtenido a partir
de transconjugantes utilizando como cepa receptora E. coli
BM21; linea Al-A4, ADN plasmidico obtenido de cuatro
clones de K. pneumoniae tras digestiobn enzimética con
Pstl; linea A5-8 , ADN plasmidico obtenido de cuatro
clones de K. pneumoniae tras digestiobn enzimatica con
EcoRlI; linea M1, marcador de peso molecular Il (Roche
Diagnostics) y linea M2, ADN marcador de peso molecular
Il (Roche Diagnostics). Tres de los plasmidos tenian
perfiles idénticos y el otro diferia en 2 bandas con respecto
a este perfil utilizando diferentes enzimas de restriccion, lo
cual permitio establecer la relacion epidemioldgica de éste
con el perfil de los plasmidos anteriores. (Imagen tomada
de Coque et al, Antimicrob Agents Chemother 2002;
46:500).
Es importante tener en cuenta que:
- La obtencién de patrones de bandas similares
no siempre indica una relacién epidemiolégica
entre plasmidos; y que diferentes plasmidos
portadores de los mismos transposones y/o
integrones pueden tener fragmentos comunes.
Por ello, es importante considerar siempre la

posible presencia de otros elementos de
transmision horizontal “epidémicos”.
- La hibridacion cruzada de un plasmido con otro
es el método de eleccién para determinar la
homologia entre los mismos. No obstante, ha de
interpretarse con precaucibn ya que una
hibridacién positiva en fragmentos de alto peso
molecular puede deberse a una homologia en
regiones mucho méas pequefias contenidas en los
mismos. Para evitar interpretaciones erréneas, es
conveniente realizar la hibridacién cruzada sobre
ADN plasmidico digerido con enzimas que
generen un gran nimero de fragmentos.
4.1.3. Indicaciones para la aplicacion del
analisis de plasmidos
El andlisis del contenido total plasmidico fue una de
las técnicas epidemiolégicas moleculares mas
utilizadas en los afios 70 y 80 para la investigacion
de brotes epidémicos. En la actualidad apenas se
utiliza con este fin, debido a la introduccion de otras
técnicas y a las limitaciones que presenta. En la
actualidad las indicaciones de mayor utilidad serian:
establecer la relacion epidemiolégica entre
plasmidos diferentes aislados de la misma o
diferente especie bacteriana y ayudar a la
localizacion de otros elementos extracromosomicos
(transposones, integrones).
4.1.4. Inconvenientes de la técnica
El analisis plasmidico puede presentar una serie de
inconvenientes practicos y de interpretacion de los
resultados obtenidos.
1. Su utilidad esta restringida a aislados que
contengan plasmidos.
2. Los plasmidos son inestables en determinadas
especies o clones.
3. El andlisis de plasmidos de elevado peso
molecular precisa técnicas que requieren tiempo
(s6lo permiten el andlisis de un limitado nimero
de muestras por jornada de trabajo) y personal
especializado.
4. La presencia de diferentes formas plasmidicas
en una preparacion puede dificultar la
identificacion de sus correspondientes bandas.
Las formas OC suelen ser muy frecuentes en
preparaciones almacenadas durante largo tiempo
y en plasmidos de alto peso molecular. En
numerosas ocasiones es dificil establecer si una
banda corresponde a una forma CCC o OC, lo
cual puede complicarse al comparar
preparaciones de plasmidos diferentes (figura 1-
vista anteriormente).

4.2. ANALISIS DE OTROS ELEMENTOS DE
TRANSMISION HORIZONTAL

La diseminacion de genes de resistencia puede
realizarse a través de elementos de transmision
horizontal diferentes de los plasmidos. También se
denominan elementos transponibles (ETH) y se
caracterizan por su capacidad de movilizacién entre
distintas regiones del genoma de una célula
bacteriana y/o entre diferentes regiones del genoma
de diferentes clones bacterianos de igual o diferente
especie. Estos elementos frecuentemente dan lugar
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a polimorfismos en los perfiles de ADN plasmidico o
de ADN gendmico que pueden interpretarse como la
introduccién de nuevas cepas 0 de nuevos
plasmidos en lugar de un intercambio genético de
“ETH epidémicos” entre cepas o plasmidos
endémicos de cada institucion.
De forma general, los ETH o elementos
transponibles se pueden clasificar segin su
mecanismo de transposicion y estructura en los
siguientes tipos:
Clase . Incluyen las secuencias de insercion (IS)
y los transposones compuestos que consisten en
una secuencia de ADN flanqueada por 2 IS que
pueden ser iguales o distintas (ej., Tn5, Tn10 que
confieren resistencia a bleomicina-estreptomicina
y tetraciclina, respectivamente).
Clase Il. Incluyen transposones que carecen de
IS reconocibles en sus extremos (ej., Th1546 y
Tn5382 que confieren resistencia a
glicopéptidos).
Clase lIl. Bacteriéfagos transponibles (fago Mu)
Transposones conjugativos. Difieren de los
anteriores por su estructura y mecanismo de
translocacion. Son mas similares a plasmidos y
fagos que a los otros elementos transponibles
(ej., Tn916).
Otros elementos. Comparten caracteristicas con
alguno de los grupos anteriores e incluyen
integrones, intrones y plasmidos integrativos.
El andlisis con fines epidemioldgicos se lleva a cabo
cuando sospechamos la presencia de un ETH
epidémico especifico tratdandose normalmente de
transposones de clase Il e integrones (ej., Th1546 y
Tn5382 en enterococos con fenotipos de resistencia
VanA y VanB, respectivamente, integrones de clase
1 en enterobacterias productoras de R-lactamasas
de espectro extendido de tipo CTX-M). La presencia
de integrones (clase 1 y 2), de transposones de
clase | y de secuencias indicativas de elementos
moviles como integrasas (int), secuencias de
insercién (IS) o transposicién (tnp) es frecuente en el
cromosoma Yy en plasmidos de aislados hospitalarios
y en muchas ocasiones no esta relacionada
directamente con el ETH que contiene el gen de
resistencia objeto de nuestro interés. En la tabla 3 se
resumen algunos de los ETH implicados en la
diseminacion epidémica de genes de resistencia
antibidtica.
El andlisis de ETH suele estar limitado a centros de
referencia y laboratorios interesados en determinar el
modo de transmision y la evolucibn de estos
elementos. Requiere personal entrenado en técnicas
de biologia molecular. Su aplicacion va en aumento
en los laboratorios de microbiologia interesados en la
epidemiologia molecular de la resistencia a los
agentes antimicrobianos.
4.2.1. Indicaciones para el analisis
epidemiolégico de ETH
El andlisis de ETH con fines epidemiol6gicos se
realiza con 2 objetivos principales:
4.2.1.1. |Identificacibn de ETH epidémicos (en
aislados bacterianos de igual o diferente especie).
Se han descrito mdltiples estrategias que combinan

diferentes técnicas moleculares. Las mas utilizadas

son:
Comparacion de los polimorfismos de ETH
obtenidos por amplificacion de la secuencia
completa del elemento y posterior digestién
enzimética. Las condiciones  especificas
dependen del tamafio molecular y la secuencia
del ETH y de la especie bacteriana en que se
encuentra. Para ETH de 3,5-5 kb aplicaremos
PCR con polimerasas “hot-start“; para ETH de 5-
30 kb utilizaremos L-PCR (Expand Long
Template PCR System, Roche Diagnostics). Los
cebadores y las enzimas de restriccion a utilizar
dependen del elemento. Pueden disefiarse en el
propio laboratorio o, en el caso de elementos
conocidos, utilizar condiciones previamente
publicadas.
Comparacioén de los patrones de amplificacion de
secuencias parciales del ETH que cubren toda la
estructura del elemento (PCR overlapping). Los
amplicones deben compartir sus secuencias
terminales para poder concluir su pertenencia al
mismo ETH. La secuenciacion de fragmentos
especificos resulta necesaria para: i) confirmar la
asociacion de un gen de resistencia al ETH, ii)
identificar alteraciones en regiones especificas
(mutaciones, inserciones o delecciones).
Las condiciones experimentales dependen del
ETH a analizar.
Comparacién de los polimorfismos obtenidos por
amplificacion de la secuencia completa del
elemento, posterior digestion enzimatica e
hibridacion con sondas especificas. Presenta una
mayor dificultad técnica que las anteriores. Se ha
utilizado para la caracterizacion de los distintos
ETH diseminados mundialmente (figura 3).

4.2.1.2. Localizacion de ETH en el genoma
bacteriano. En ocasiones, es necesario caracterizar
un brote epidémico por ETH lo cual incluye la
localizacion de los mismos en el genoma de distintos
aislados. La estrategia mas comin es la
transferencia por Southern blot de geles con ADN
gendmico digerido enzimaticamente y de geles con
ADN plasmidico y una posterior hibridacion con
sondas especificas para el gen de resistencia y, en
algunos casos, para genes especificos del
cromosoma.

4.2.2. Criterios para la interpretacion de
resultados

- Alteraciones en los patrones de amplificacion y/o
restriccion de un ETH indican mutaciones,
inserciones o delecciones respecto a la secuencia
inicial del elemento. Se han de confirmar por
hibridacion y/o secuenciacion de fragmentos
especificos.

- La localizacién de un ETH en el genoma presenta
dificultades debido a la frecuente contaminacion de
las preparaciones de ADN plasmidico con ADN
cromosOmico y a la presencia de ADN plasmidico en
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TABLA 3. Algunos ETH implicados en la diseminacidn epidémica de genes de resistencia
ETH Elemento Tamafio Resistencia principal Otras resistencias® Microorganismos Comentarios
(kbp)
Fenotipo Genotipo
In60 Integron clase 1 13 BLEE clase A blactx-m-9 Tmp, Sm, Spec Enterobacteriaceae ETH epidémico en Espafia
(cefotaximasa)
InS21 Integron clase 1 8,8 BLEE clase A blacrxm-2 B-lac, Ag Enterobacteriaceae ETH epidémico en Argentina
(cefotaximasa)
- Integron clase 1 Variable BLEE clase A blages1 Enterobacteriaceae, No descrito en Espafia pero si en Europa.
(distintos Pseudomonas Ejemplo de diseminacion de genes en
integrones aeruginosa distintos ETH
descritos)
In36, In37 Integron clase 1 13 (In36) Quinolonas qnr In36 (Tmp, B-lac, Ag,  Escherichia coli ETH encontrado en China
14,8 (In37) Su)
In37 (Ag, Cm, Rf, B-lac,
Su)
In31y otros Integron clase 1 Variable BLEE clase B blaywp-1 In31 (Ag, Cm, Su) Pseudomonas, No descrito en Espafia pero si en Europa.y
blaywp-2 Otros ( variable) Alcaligenes, otros continentes
Acinetobacte, Ejemplo de diseminacion de gen de
Klebsiella, Citrobacter resistencia y variables alélicas en distintos
ETH
Tn1207.1 Transposon 7,2 macrdlidos mef(A) - Streptococcus ETH epidémico en ltalia
clase Il pneumoniae
Mef(E) “macrolide Transposon 55 macrdlidos mef(E) - Streptococcus
efflux genetic clase Il pneumoniae
assembly [the
mega-element]”
Tn1546 Transposon 10,8 VanA vanA - Enterococcus spp, - ETH epidémico en Europa.
clase Il (Van, Tei) Oeskorvia, - Gran polimorfismo genético especifico de
Streptococcus spp, area geogréfica.
Lactocoocci
Corynebacterium,
Bacillus circulans,
Staphylococcus aureus
Tn1547 Transposon Variable VanB vanB - E. faecium ETH epidémico en Europa.
clase | (Van) E. faecalis,
S. bovis,
S. gallolyticus
Tn5382 Transposon 27 VanB vanB (Amp) ® E. faecium ETH epidémico universalmente
clase | (Van) E. faecalis, Extraordinario polimorfismo genético
S. bovis, especifico de area geogréfica.
S. gallolyticus
Tn5381 Transposon 47 HLRGm aac(6’)-aph(2”) - E. faecalis, ETH epidémico universalmente
clase |
SCC-mec Staphylococcus aureus

(*)Tmp = trimetoprim, Sm= estreptomicina , Spec= Espectinomicina, Ag= aminoglicésidos, Su = sulfamidas, B-lac = beta-lactimicos, HLRGm = alto nivel de resistencia a
gentamicina, Cm = cloranfenicol, Rf = rifampicina. (°) Tn5382 presente en los aislados clinicos de Enterococcus faecium descritos en EEUU esté asociado al gen que confiere
resistencia a la ampicilina (pbp5). Esta estructura pbp5-Tn5382 se disemina como un ETH per se dando lugar a resistencia a glicopéptidos y ampicilina.
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Figura 3. Polimorfismos genéticos en el Tn1546 tras digestién con enzimas de restriccion y posterior hibridacién con sondas
especificas de regiones parciales de este elemento. En la parte superior esta representado el Tn1546. Las lineas gruesas
negras representan las sondas utilizadas y su correlacion con las secuencias del elemento. Los numeros del 1-9 representan
los fragmentos tras hibridacion con las sondas anteriores. Las letras sobre los pocillos de la membrana reflejan los
polimorfismos de Th1546 encontrados (imagen reproducida con permiso del autor, Willems et al. 1999. Antimicrob. Agents

Chemother 1999; 43:483-91).

las preparaciones de ADN gendmico. La hibridacion
con sondas correspondientes a genes especificos de
cromosoma o de plasmidos evita este problema.
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5. ANALISIS DEL ADN MEDIANTE
PROCEDIMIENTOS DE RESTRICCION E
HIBRIDACION

Con el fin de evitar la contaminacién de su genoma por

ADN exoégeno, las bacterias han desarrollado un

sistema de proteccion basado en los enzimas de

restriccién, que reconocen una secuencia especifica
de nucledtidos de unos 4 a 8 pares de bases (pb)

dando lugar a un corte en la molécula de ADN a este
nivel. A la secuencia especifica reconocida por cada
enzima se le conoce como lugar de restriccion. Este
sistema de proteccion se complementa con una
metilacion del ADN propio de la bacteria a nivel del
lugar de restriccion para evitar que sea digerido por su
propio enzima de restriccion.

Cuando se digiere una molécula de ADN con un
enzima de restriccion se obtienen un ndmero de
fragmentos equivalentes a las veces que se encuentra
repetido el lugar de restriccion a lo largo de la
molécula. Esta frecuencia depende del nimero de pb
del lugar de restriccion asi como de la proporcion
relativa de los nucledtidos ATGC del Ilugar de
restriccion en relacion con la del ADN digerido. Asi, la
probabilidad de encontrar un lugar de restriccion de 6
pb en una molécula de ADN es de una vez por cada
4096 pb, mientras que un lugar de restriccion de 4 pb
se da cada 256 pb. Por otra parte, el lugar de
restriccion del enzima Smal, CCCGGG, se encuentra
menos representado de lo previsible en el cromosoma
de los estafilococos dada la pobreza en GC de su
genoma (%GC 38).

El tamafio de los distintos fragmentos de restriccion
traduce la separacién entre dos lugares de restriccion
contiguos. Un cambio por mutaciéon o recombinacion,
en uno de estos lugares de restriccion lo hace
irreconocible para el enzima y se traduce en una
variacion del perfil de fragmentos de restriccion que es
el responsable del polimorfismo existente entre las
distintas cepas.
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Este perfil también variara si existen delecciones o
inserciones de ADN entre dos lugares de restriccion.
La comparacion de cepas para detectar el
polimorfismo del tamafio de los fragmentos de
restriccion (RFLP) se consigue separando los
fragmentos obtenidos mediante una electroforesis en
un gel de agarosa que se tifie con bromuro de etidio.
Cada banda corresponde a la suma de todos los
fragmentos generados del tamafio correspondiente a
aquella movilidad electroforética.

Podemos dividir a los enzimas de restriccion para una
especie concreta, en aquellos que daran lugar a un
gran nuamero de fragmentos (cientos) de pequefio
tamafio y aquellos cuyo lugar de restriccion estard
poco representado en el genoma y daran pocos
fragmentos (10 a 30) de gran tamafio. Los fragmentos
de pequefio tamafio obtenidos con los enzimas de alta
frecuencia de corte pueden separarse por
electroforesis  convencional mientras que los
fragmentos de gran tamafio (>40 kb) co-emigran en
una Unica banda en la electroforesis convencional y se
deben separar con técnicas electroforéticas especiales
como la electroforesis con alternancia de campos
eléctricos o electroforesis de campo pulsante.

Cuando se separan por electroforesis en un gel los
fragmentos de restriccion del ADN total obtenidos con
un enzima con alta frecuencia de corte, se obtiene un
namero tan elevado de fragmentos que es muy dificil,
si no imposible, resolver las bandas existentes. Ello
dificulta enormemente la comparacion de los perfiles
de las distintas cepas invalidando, en cierta forma, la
utilidad de esta técnica. Una alternativa para simplificar
la interpretacion de los RFLP del ADN total, consiste
en centrarse en una zona concreta del genoma en
lugar de estudiar todo el cromosoma. Para ello, se
realiza una transferencia de los fragmentos de
restriccion del ADN total obtenidos a una membrana
(Southern-blot) que se analiza mediante hibridacién
con una sonda marcada complementaria del
fragmento cuyo polimorfismo se quiere estudiar. El
revelado de la hibridacion tan solo pondra en evidencia
aquellos fragmentos que contengan la totalidad o parte
de la secuencia escogida, obteniéndose perfiles con
pocas bandas. El nimero de bandas estard en
relacion con el nimero de copias de la secuencia
existentes en el genoma mientras que su polimorfismo
estara en relacion con su distribucion a lo largo del
genoma, asi como con las variaciones en los lugares
de restriccion dentro de esta secuencia y en las
regiones mas proximas. Tanto la transferencia de
Southern como la hibridacion complican notablemente
los aspectos técnicos del andlisis.

5.1. FUNDAMENTOS Y VARIANTES TECNICAS

Cuando se quieren utilizar las técnicas de restriccion-
hibridacion para la tipificacion molecular de un
determinado  microorganismo, el paso mas
importante es la eleccién de la sonda a utilizar. Hay
gue conocer con precision el poder de discriminacion
de la sonda, esto es, el nivel de relaciéon genética
gue puede resolver. Ademds, este conocimiento
debe adquirirse para cada nuevo taxén que se quiera
estudiar. Se han utilizado varias aproximaciones a la

hora de disefiar sondas que exploren los fragmentos
de restriccion del ADN total. El fragmento analizado (y
por consiguiente su sonda complementaria), puede ser
especifico de una especie determinada o, en el caso
del ribotipado, utilizar una sonda Unica para todas las
bacterias, complementaria de los operones de 16 y
23S RNA de E. coli (regiones del cromosoma que
codifican el ARN ribosdmico). Se aprovecha el hecho
de que en estos operones existen zonas muy
conservadas para utilizar la misma sonda para el
analisis de la gran mayoria de especies bacterianas.
5.1.1. Hibridacién con sondas especificas
En el disefio de sondas especificas para un
determinado microorganismo se han utilizado, entre
otras, sondas clonadas al azar, sondas
complementarias de un gen, o0 sondas
complementarias de elementos transponibles como
las secuencias de insercion. La clonacion al azar de
fragmentos de genoma y su uso como sonda exige
un trabajo inicial de cribado importante antes de
encontrar un fragmento que explore una zona
suficientemente estable y discriminativa del genoma.
Las sondas que exploran supuestos genes de
patogenicidad o las regiones que los flanquean
suelen ser poco discriminativas. Las secuencias de
insercion son elementos repetitivos de ADN que se
encuentran en muchas células procariotas y
eucariotas. La presencia de elementos repetitivos
facilita las reorganizaciones cromos6micas y da lugar
a diversidad. En algunas bacterias con gran
homologia cromosémica, como Mycobacterium
tuberculosis, el uso de patrones de restriccion-
hibridacion asociados a secuencias de insercion es
de las pocas técnicas capaces de diferenciar entre
cepas. En este sentido, existe un protocolo
estandarizado para el estudio de los RFLP asociados
a 1S6110 con el que se han creado bases de datos
locales y en el ambito internacional que han
permitido conocer mejor la difusion de este
microorganismo asi como determinados aspectos de
su patogenicidad. A fin de aumentar Ila
reproducibilidad de la técnica, el peso molecular de
las bandas de cada patron se obtiene por
extrapolacion a partir de un estandar interno que se
incluye en cada canal y que exige una segunda
hibridacién con una sonda complementaria del
mismo (ver documento técnico).
5.1.2. Ribotipado
Los genes que codifican para las tres clases de
rARN (23S, 16S y 5S) se encuentran en una unidad
de transcripcién policistrénica: el operén rrn. El
orden de los genes, después del promotor, es 5'-
16S-23S-5S-3". Un operon tipico de E. coli mide
6.000-7.000 pb de ADN. En el cromosoma
bacteriano se encuentran un numero variable de
copias del operon rrn (entre 2 y 11) segun la especie,
aunque existen especies como Mycobacterium spp,
Mycoplasma o Borrelia burgdorferi en las que solo se
encuentra una copia. Como veremos mas adelante,
cuanto mayor es el nUmero de copias, mayor es la
capacidad discriminativa del ribotipado.
Las secuencias de nucledétidos que codifican para el
ARN 16S y 23S han cambiado muy poco a lo largo
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de la evolucion. Esto es, estas secuencias estan muy
conservadas en las distintas especies bacterianas a
pesar de la diversidad que pueda existir en el resto
del genoma. No obstante, entre los genes que
codifican para el rARN 16S y 23S existe una regién
espaciadora heterogénea que codifica para tARN y
secuencias repetidas. También existen genes que
codifican para tARN en la region 3’ del operon. Asi
pues, la estructura del operén rrn permite, por una
parte, que sea reconocido por una sonda universal
(derivada de E. coli) y, por la otra, que se generen
polimorfismos de restriccion en funcion de la
heterogeneidad que se ha comentado para las
secuencias espaciadores y el entorno 3'. Algunos de
los polimorfismos observados son especificos de
especie mientras que otros permiten discriminar a
nivel infraespecifico. En este sentido, el ribotipado
puede tener aplicaciones tanto taxonémicas como
epidemiolégicas. Es de destacar que existe un
sistema automatizado (Riboprinter. Qualicon Inc.
Wilmington. EEUU) que facilita el proceso vy
estandariza el sistema lo que favorece la creacion de
bases de datos.

5.2. PROCEDIMIENTO TECNICO

En los métodos de restriccion-hibridacion pueden
diferenciarse los siguientes pasos: 1) Subcultivo de
la cepa. 2) Lisis celular. 3) Preparacion del ADN
genomico. 4) Digestion con enzimas de restriccion.
5) Electroforesis. 6) Transferencia de los fragmentos
de restricciébn a una membrana. 7) Hibridacion con
una sonda marcada. 8) Revelado. 9) Analisis de
resultados. El protocolo de trabajo de algunos de
ellos dependera del microorganismo que se esté
analizando por lo que soélo se comentaran los
aspectos generales.

5.2.1. Subcultivo de la cepa: Cada vez existen
mayores evidencias de que en una muestra clinica
pueden coexistir varias cepas de la misma especie.
Por ello es importante la observacion atenta de las
placas de aislamiento para la identificacion vy
subcultivo de los distintos morfotipos e incluso,
cuando la apariencia es homogénea, en
determinados estudios es prudente el analisis de
varias colonias del mismo morfotipo. El subcultivo se
realiza en un medio liquido adecuado para el
microorganismo estudiado y una vez en la fase
estacionaria (generalmente a las 18 horas) se
sedimentan las células bacterianas por
centrifugacion procediéndose a su lavado.

5.2.2. Lisis bacteriana: Para obtener el ADN es
preciso romper la pared bacteriana. Para ello, el
pellet (sedimento) obtenido se resuspende en un
tampén de lisis adecuado que suele contener
lisozima y un detergente (SDS al 1%). También se
incluye proteinasa K que inactiva las nucleasas que
podrian dafiar el ADN.

5.2.3. Extraccion del ADN total: Puede utilizarse el
método clasico con fenol. En este caso se afaden
dos volimenes de fenol tamponado al tampén de
lisis agitdndose por inversién del tubo a fin de
mezclar las fases acuosas y fendlica. Posteriormente
se separan las dos fases por centrifugacion y se

transfiere la fase acuosa a un nuevo tubo,
repitiéndose el procedimiento. Finalmente se afiaden
dos volimenes de cloroformo-alcohol isoamilico
(24:1) mezclandose cuidadosamente y, después de
centrifugar, se transfiere la fase acuosa a un nuevo
tubo. EI ADN obtenido, después de afiadir NaCl a
una concentracion final de 300 mM, se precipita con
2 volimenes de etanol al 95% enfriado a —20°C. El
pellet de ADN obtenido por centrifugacién se lava
con etanol al 70%, se seca y se resuspende con el
tampoén adecuado (generalmente Tris-HCL 10 mM a
pH 7,5 con EDTA 1 mM). Alternativamente, el ADN
puede obtenerse utilizando columnas de extraccion
comerciales en las que el ADN de la muestra queda
retenido en la matriz y es eluido después de un
lavado.

La cuantificacion del ADN obtenido se realiza por
espectofotometria o sometiéndolo a electroforesis
junto con otras alicuotas de concentracién conocida
y evaluando la intensidad de la banda obtenida. La
concentracion minima para poder digerirlo es de 0,12
ug/ul.

5.2.4. Restriccion del ADN: Unos 3 ug de ADN se
digeriran en 25 pl de un tampon de reaccion que
contenga el enzima de restriccion elegido. El tampdn
de reaccion se elaborara siguiendo las instrucciones
del fabricante. Es prudente aumentar la cantidad de
enzima recomendada a fin de conseguir una
digestion completa, que es imprescindible para
obtener resultados reproducibles. La eleccion del
enzima de restriccion se hace en funcion de los
datos existentes en la literatura. Cuando se analiza
un taxén del que no existe experiencia previa se
deberan estudiar varios enzimas hasta encontrar el
gque se adecue a nuestras necesidades.

5.2.5. Electroforesis: La electroforesis se realizara en
un gel de agarosa cuyo porcentaje dependera del
tamafio de los fragmentos que se han de resolver, lo
que a su vez depende del tamafio del genoma del
microorganismo estudiado y del enzima de
restriccion utilizado. Antes de cargar el gel se
afadira a cada ADN digerido 3ul de tampén de
carga. El tampdn de carga contiene un colorante de
bajo peso como el azul de bromofenol que migra
cerca del frente de la muestra y permite monitorizar
la separacién electroforética. Uno de los tampones
de electroforesis mas utilizados es el TBE (Tris-HCL
89 mM a pH 8,1 con H3BO; 89 mM y EDTA 2 mM).
En cada gel deben incluirse marcadores de peso
molecular con un rango de tamafios que permita
extrapolar el peso de las bandas de hibridaciéon
obtenidos. Estos marcadores pueden ser externos,
esto es correr en un canal propio, o internos. En el
caso de marcadores externos se utilizan cepas
control con patrones conocidos ya que hibridaran
con la sonda utilizada. Los marcadores internos
corren con la muestra en cada carril y deben
evidenciarse con una segunda hibridacién que utiliza
una sonda complementaria de los mismos (ver
documento técnico). Para visualizar la separacion
electroforética de los fragmentos de restriccion, el gel
se sumerge durante una hora en una solucion de 0,2
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ug/ml de bromuro de etidio. La visualizacién de los
fragmentos obtenidos se consigue con luz UV. Esta
visualizacion permite, por una parte, controlar que la
digestion ha sido completa y, por otra, que la
separacion electroforética ha sido correcta. Es
importante conseguir una imagen digitalizada del gel.
5.2.6. Transferencia: Los fragmentos de restriccion
visualizados se encuentran en el interior de la matriz
del gel y no son accesibles para la sonda que se
utilizara en la hibridacion. Por ello es necesario
primero transferirlos del gel a la superficie de una
membrana en un proceso conocido como
transferencia o Southern blot. Se procede en primer
lugar a la depurinacion y fragmentacion de los acidos
nucléicos con HCI 0,25 M, a continuacion el gel se
lava con agua y se sumerge en una solucion de
NaOH 0,5 M y CINa 1,5 M para desnaturalizar el
ADN. A continuacion se pueden transferir los
fragmentos de restriccion a una membrana mediante
diversos procedimientos como la transferencia por
capilaridad o mediante el vacio (figura 4). Puede
comprobarse la transferencia visualizando el gel con
luz UV y comprobando que no queda ADN en el
mismo.

5.2.7. Hibridacion: La sonda que se utilizara en la
hibridacién es complementaria de la region cuyo
polimorfismo analizamos. Generalmente se obtiene
en el propio laboratorio por técnicas de amplificacion
(ver documento técnico). Clasicamente las sondas
se marcaban con isétopos radioactivos y los hibridos
resultantes se detectaban mediante autoradiografia.
En la actualidad se utiliza, en general, el marcado
con peroxidasa. Se procede en primer lugar a la
desnaturalizacion de la sonda obteniéndose
monocadenas  cargadas  negativamente. La
peroxidasa formando un complejo con un polimero
con carga positiva se une inicialmente al ADN por
carga electrostatica y posteriormente de forma
covalente por la accidon del glutaraldehido. Los

Gel de agarosa ADN
N /
/
- -
Membrana x -

Céamara de presion negativa

hibridos resultantes se detectan por la oxidacién de
luminol por la peroxidasa que, en presencia de un
compuesto intensificador da lugar a la emisién de luz
gue se detecta por autoradiografia. Sea cual sea la
forma de marcado de la sonda, antes de la
hibridacién la membrana debe ser tratada con un
tampoén de hibridacién que contenga esperma de
salmén, timo de ternero u otra fuente de ADN que
bloguee los sitios libres de la membrana e impida la
fijacion inespecifica de la sonda.

La hibridacion se realiza a continuacion afiadiendo al
mismo tampoén la sonda marcada. Un tampdn de
hibridacién estandar contiene NaH,PO, 50 mM
(pH7,5), EDTA 50 mM, NaCl 0,9 M, sulfato de
dextrano al 5% y SDS al 3%. La hibridacion tendra
lugar en tubos de hibridacién en el interior de un
horno de hibridacion a unos 65°C durante 16-24 h.
Una vez finalizada, se lavara la membrana con un
tampoén de lavado que contiene NaCl 0,3 M, citrato
sédico 0,03 M (pH 7,0) y SDS al 2% a 45°C.

5.2.8. Revelado: El patrén de hibridacién se visualiza
exponiendo la membrana a una pelicula fotografica
en el interior de un cassette con pantallas
intensificadoras (autoradiografia). Una vez expuesta,
la pelicula se revela y fija con reactivos fotogréficos.
En funcién del tiempo de exposicién y de revelado se
podrd& modular la intensidad de las imagenes
obtenidas.

5.3.CRITERIOS PARA LA INTERPRETACION DE
RESULTADOS

El estudio de los RFLP por técnicas de hibridacion
generalmente da lugar a perfiles con un ndmero
limitado de bandas. El andlisis de estos patrones
puede hacerse teniendo en cuenta el nudmero
absoluto de las diferencias observadas en las
bandas o bien mediante el porcentaje de similitud de
los patrones que suele calcularse mediante el indice
de Dice (apartado 3.1.4).

de vacio

Figura 4.- Southern blot o transferencia de ADN utilizando un sistema de vacio: los fragmentos de ADN contenidos en un gel
de agarosa, previamente tratado, son transferidos a una membrana, de nylon o nitrocelulosa, con ayuda de la presion creada
por una cdmara conectada a una bomba de vacio. Las flechas muestran la direccién en la que avanzan los fragmentos de ADN
(1), desde el gel a la membrana, siguiendo la direccion de la presiéon generada por el sistema (2).
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Pueden existir situaciones en las que, por el bajo
namero de bandas obtenido, la técnica no sea
discriminativa. Asi, por ejemplo, en Mycobacterium
tuberculosis, el estudio de los RFLP asociados a
IS6110 no es discriminativo en las cepas con menos
de seis bandas y, en estos casos, deberan utilizarse
marcadores alternativos.

Por otra parte, es muy importante la cuidadosa
estandarizacién de la reaccidon ya que en distintos
experimentos pueden darse diferencias en la
cantidad de ADN estudiada, en la digestion,
electroforesis, eficacia de la hibridacion o del
marcado de la sonda. Esta falta de estandarizacion
afectara la reproducibilidad del marcador dando lugar
a variaciones en los patrones siendo especialmente
dificil la valoracion de las bandas débiles.

Una vez sabemos que el marcador es discriminativo
y hemos asegurado la reproducibilidad de la técnica,
suelen considerarse cepas clonales las que
comparten el mismo patrén de hibridacién (figura 5).
No obstante, hay que tener en cuenta que muchas
de las sondas utilizadas son complementarias de
elementos moviles. Por ello, en las cepas cuyos
patrones se diferencian en una Unica banda se
aconseja estudiarlas con un segundo marcador.

5.4.INDICACIONES

En general, en las bacterias, no se recomienda la
utilizacion de las técnicas de restriccidon-hibridacion
cuando existen alternativas menos complejas
técnicamente y con capacidad de discriminacion
similar. Una notable excepcion a esta regla es la
epidemiologia molecular de la tuberculosis. Existe un
protocolo estandarizado para el estudio de los RFLP
asociados a 1S6110 en M. tuberculosis (véase
documento técnico) y se han creado bases de datos
locales e internacionales con miles de cepas. Este

epidemiologia de la enfermedad y seguir la pista de
determinadas cepas caracterizadas por Su
resistencia o patogenicidad. A pesar de ello, incluso
en este caso y teniendo en cuenta la dificultad de
convertir las bases de datos existentes, existen
propuestas para cambiar el marcador.

5.5.INCONVENIENTES DE LA TECNICA

El inconveniente fundamental de la restriccion-
hibridacién es la complejidad técnica. Como se ha
visto, conlleva la realizacion de numerosos pasos
gue retrasan varios dias la obtencion de resultados.
Por otra parte, con la salvedad del ribotipado, cada
sonda suele ser especifica de una especie y a
menudo no se dispone de sondas que exploren
eficientemente el polimorfismo existente en un
determinado taxén. El ribotipado, que seria una
técnica “universal” suele tener una capacidad de
discriminacion inferior a otras técnicas como la
electroforesis en campo pulsante.
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Figura 5. Patrones de restriccion-hibridacion asociados a 1S6110: Linea 1, cepa control MT1423. Obsérvese como las cepas
de las lineas 5, 6, 7 y 8 comparten el mismo patrén constituyendo un cluster. Ello también ocurre con las cepas en las lineas 10

y 11.
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6.ANALISIS DEL ADN CROMOSOMICO
MEDIANTE MACRORRESTRICCION:
ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSANTE
(PFGE)

Como se ha expuesto en el apartado 5
(procedimientos de restriccion e hibridacién de ADN)
para una especie bacteriana concreta, podemos
encontrar enzimas de restriccion de baja frecuencia
de corte, es decir, enzimas cuyo lugar de restriccion,
por su longitud y secuencia, se encuentran
raramente a lo largo del ADN cromosd6mico de la
especie bacteriana en cuestion. El uso de este tipo
de enzimas permite la macrorrestriccion del ADN de
la bacteria y la divisién del ADN en pocos fragmentos
(entre 10 y 30). Muchos de estos fragmentos son de
gran tamafio, mas de 40 kb, y no pueden separarse
por técnicas de electroforesis convencional, en las
que se aplica un campo eléctrico constante 6
estatico, sino que requieren técnicas en las que la
orientacibn del campo eléctrico es variable
peribdicamente, son las denominadas técnicas de
electroforesis en campo pulsante o pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE).

La combinacion de estas dos técnicas,
macrorrestriccion del ADN y separacion de los
fragmentos por PFGE, se ha aplicado con mucha
frecuencia en estudios epidemioldgicos en
bacteriologia. Se obtienen asi, patrones de
restriccion sencillos que representan el ADN
cromosomico bacteriano distribuido en unas pocas
bandas con movilidades electroforéticas distintas.
Sin embargo, las caracteristicas de estas técnicas
determinan una serie de cambios a tener en cuenta
en las distintas fases en las que se divide el proceso
de macrorrestriccién y PFGE: 1) el procedimiento de
extraccion de ADN, obliga a inmovilizar las células
bacterianas en bloques de agarosa, en los que se
llevard a cabo la lisis, de manera que el ADN
cromosomico también quede embebido en agarosa,
el objetivo es que el ADN permanezca integro y no
se fracture accidentalmente (al pipetear, agitar ...) lo
cual desvirtuaria los patrones de restriccion y
afectaria a la reproducibilidad de la técnica, 2) la
restriccion del ADN debe hacerse tal y como éste
esta preparado, es decir, inmovilizado en los bloques
de agarosa, utilizando enzimas de baja frecuencia de
corte, y 3) la técnica de electroforesis utilizada para
la separacion de fragmentos debe ser una PFGE,
con las caracteristicas diferenciales propias de ésta.

6.1. TRATAMIENTO PREVIO DE LOS
MICROORGANISMOS

Como se ha apuntado previamente, para poder
obtener patrones de restriccion reproducibles por
PFGE que permitan la comparacion de los genotipos
de una serie de microorganismos, el objetivo es
aislar el ADN cromosdmico integro, sin fracturas y, a
la vez, en las mejores condiciones de pureza para
gue los enzimas de restriccion puedan cortar
correctamente, evitando restricciones incompletas.
Para ello deben observarse una serie de
precauciones con relacion al procesamiento y
tratamiento previo de los microorganismos:

6.1.1. Crecimiento bacteriano. Los microorganismos
se pueden obtener a partir de un cultivo en medio
liquido o bien realizar una suspensién procedente de
un medio soélido. En cualquier caso se debe tratar de
cultivos puros, en medios no selectivos, de no mas
de 18-24 horas de incubacién. Es conveniente
estandarizar el in6culo mediante espectrofotometria
(ver documento técnico correspondiente), ésta sera
una medida indirecta de la concentracion de ADN
gque se obtendra durante el procedimiento.
Seguidamente, se mezcla parte del inéculo con el
mismo volumen de agarosa de bajo punto de fusion
fundida, y se deja solidificar en un molde
especialmente disefiado para ello. De esta manera
conseguimos inmovilizar un ndmero de células
bacterianas equivalente para cada cepa que
incluimos en el estudio. A partir de este momento, el
resto del procesamiento se realizara utilizando el
blogue completo. La agarosa en la que se
encuentran embebidas las células permite fluir a su
través las soluciones de lisis o restriccion en las que
vamos a sumergir el bloque, y a la vez va a proteger
las moléculas de ADN de la rotura mecanica y de la
degradacion nucleolitica.
6.1.2. Lisis. Para conseguir la lisis de los
microorganismos, los bloques se sumergen en una
solucion de lisis que contenga los enzimas precisos
para romper las células. La composicion de la
solucién de lisis es variable en funcion de la especie
bacteriana con la que estemos trabajando (ver
documento técnico correspondiente). Como los
enzimas deben actuar en el interior de la malla de
agarosa en que estan embebidas las células, se
precisan enzimas mas concentrados e incubaciones
prolongadas.
6.1.3. Lavados. Una vez que las células estan
lisadas es preciso someter a los blogues a sucesivos
lavados con una solucién TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA ). Los lavados consisten en introducir los
blogues en TE y agitarlos durante, al menos, 30
minutos, esta operacién se repite cuatro o cinco
veces. El objetivo de los lavados es arrastrar fuera
del bloque de agarosa restos celulares procedentes
de la lisis, asi como eliminar componentes que
puedan inhibir la restriccion posterior (proteinasa K,
detergente o0 EDTA). Algunos protocolos publicados
para el procesamiento rapido de ciertas bacterias por
PFGE, prescinden de los lavados y para ello se
eliminan ciertos compuestos del procesamiento
previo, como el tratamiento con proteinasa K.
6.1.4. Restriccién. La actividad de los enzimas de
restriccion viene definida sobre ADN en ausencia de
agarosa. En general, la presencia de agarosa
conlleva cierto grado de inhibiciéon de la reacciéon de
digestion, por tanto es preciso aumentar el nimero
de unidades de enzima por reaccion. El tiempo de
incubacion de la reaccion de restriccion también
debe incrementarse, teniendo en cuenta, no
obstante, que algunos enzimas pierden su actividad
tras las primeras horas de incubacion. En este caso,
se deberia afiadir a la reaccién una segunda alicuota
del enzima. En relacién a la seleccion del enzima de
restriccion mas adecuado, en estos momentos se
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pueden encontrar en la bibliografia cientifica
especializada publicaciones sobre practicamente
cualquier especie bacteriana estudiada por PFGE
(en el anexo 3 del documento técnico
correspondiente, se incluye una tabla con los
microorganismos y enzimas mas frecuentes para su
estudio). A la hora de seleccionar un enzima de
restriccién para PFGE que genere pocos fragmentos
de ADN y estos sean de gran tamafo, debe tenerse
en cuenta que ello depende de la longitud y de la
secuencia del lugar de restriccion del enzima. En
general, los enzimas con un lugar de restriccion rico
en G+C, son adecuados para tratar el ADN
bacteriano de especies con genoma rico en A+T y, a
la inversa, enzimas que reconocen secuencias A+T,
son adecuados para digerir ADN rico en G+C. Sin
embargo, en la practica, es dificil predecir la utilidad
de un enzima para estudiar por PFGE una
determinada especie bacteriana. Por Ultimo, destacar
que el estudio por PFGE de un grupo de cepas con
un enzima de restriccién primero, y con un segundo
enzima distinto después, puede mejorar la capacidad
de discriminacion de la técnica.

6.2. FUNDAMENTOS Y VARIANTES TECNICAS

Durante los afios 70, se observd que bajo la accion
de un campo eléctrico, las moléculas de ADN se
reorientaban y se desplegaban avanzando en
direccion al polo positivo. Cuando el campo eléctrico
cesaba, las moléculas de ADN se relajaban
recuperando su estado inicial. La aplicacion de un
segundo campo eléctrico, con una orientacién
distinta del primero, obligaba al ADN a cambiar su
conformacion y reorientarse de nuevo para poder
avanzar en la direccion del segundo campo eléctrico.
El tiempo requerido para esta reorientacion era
dependiente de la longitud de la molécula, esto es de
su peso molecular. Tras el cambio de orientacion del
campo eléctrico, las moléculas grandes tardan mas
tiempo en alinearse y poder comenzar el avance a
través del gel de lo que tardan las moléculas de ADN

mas pequefias. Mientras los campos eléctricos que
se alternen tengan la misma intensidad y voltaje, la
migracion final del ADN se recogera en forma de
linea recta, aunque el patrén final de separacion de
los fragmentos revelard la suma de todos los
avances cortos en “zig-zag” que el ADN ha realizado.
Este principio fue el que llevé a Schwartz y Cantor en
1984 a la descripcién de las técnicas de PFGE y su
utilidad en la separacién de moléculas grandes de
ADN, del orden de varios cientos de kb.

Desde la descripcion original del sistema, se
disefiaron distintos aparatos con diferencias en la
geometria de los electrodos o en la trayectoria
migratoria del ADN. Todos los sistemas eran
capaces de separar un amplio rango de moléculas
de ADN de diferentes tamafios (entre 1 y 7000 kb),
aunque diferian en la velocidad de separacion y en la
resolucién obtenida en un rango de peso molecular
dado. De todos los sistemas desarrollados, el mas
extendido ha sido el CHEF (clamped homogeneous
electric field electrophoresis). Sus mayores ventajas
son la facilidad de manejo y la capacidad de separar
multiples muestras generando patrones de bandas
rectos, que hacen mucho més facil la comparacion
entre ellos. Este sistema dispone de veinticuatro
electrodos dispuestos periféricamente y fijos a un
contorno hexagonal (figura 6).

El voltaje generado por la fuente de electroforesis o
generador de corriente se divide entre los electrodos,
de manera que se crea un gradiente constante a lo
largo de todo el gel. El angulo de reorientacién debe
ser superior a 90° habitualmente se trabaja con
angulos de 120° aunque existen modelos del sistema
en el mercado que permiten modificar este
parametro. Por angulo de reorientacion, se entiende
el angulo que forman los vectores correspondientes
a los dos campos eléctricos que se alternan y que
refleja los grados de reorientacién de una molécula
de ADN para poder avanzar en la direccién de los
campos eléctricos que se apliguen al gel.
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Figura 6. Esquema de la distribucion de electrodos en el sistema CHEF de electroforesis en campo pulsante. El angulo
sefialado (120°) es el angulo de reorientacion entre el campo eléctrico Ay el B.

6.2.1. Componentes de un sistema de PFGE.
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Las técnicas de PFGE normalmente requieren
voltajes elevados durante muchas horas, lo cual
hace necesaria la recirculacién y refrigeracion del
tampén de electroforesis. Asi  los cuatro
componentes basicos de un sistema de PFGE son
los siguientes:

Unidad de control de pulsos-generador de corriente.
Normalmente, en la misma unidad se relnen la
fuente de electroforesis (generador de 350 V) y el
dispositivo que controla los 24 electrodos y la
duracion de la alternancia de los pulsos eléctricos.
Cubeta de electroforesis. Es una cubeta acrilica en la
que se encuentran los 24 electrodos distribuidos en
forma hexagonal y en cuyo centro se coloca el gel de
agarosa, sumergido en el tampon de electroforesis
correspondiente. La recirculacion del tampén de
electroforesis es esencial por dos motivos: 1) para
refrigerar y mantener una temperatura constante en
la cubeta y en toda la superficie del gel y 2) para
mantener la capacidad de tampdén de la solucion,
alterada por el proceso de electrolisis. Por tanto
desde la cubeta hay un tubo de salida del tampdn
hacia una unidad de refrigeracion y desde ésta un
tubo que conecta de nuevo con la cubeta. La
recirculacion se lleva a cabo con una bomba.

Bomba de recirculacion del tampoén. Aspira el
tampon de electroforesis de la cubeta, lo empuja a
través de la unidad de refrigeracién y lo devuelve a la
cubeta. Es preferible que sea de flujo regulable,
recomendandose un flujo de 0,5-1 litro/min.

Unidad de refrigeracion. Suele ser un aparato de
refrigeracion portatil. El tampén de PFGE circula a
través de un dnico tubo de aluminio que se
encuentra en contacto con la solucién de
refrigeracion. La refrigeracion del tampén de
electroforesis permite  mantener constante la
temperatura de la cubeta (generalmente se
recomienda 14°C), utilizar voltajes superiores y por
tanto electroforesis mas rapidas.

6.2.2. Variables que afectan a la resolucién del
PEGE.

Los resultados de las técnicas de PFGE son muy
sensibles a variaciones en practicamente todos los
pardmetros electroforéticos. Las condiciones para
obtener la mejor resolucion por PFGE estan, por
supuesto, en funciéon del rango de tamafio de las
moléculas a separar y del enzima de restriccion
seleccionado, pero también intervienen variables
técnicas como la duracién y alternancia de los pulsos
eléctricos, el voltaje, la temperatura de la cubeta, el
tiempo de electroforesis, el tampén utilizado o el
angulo de reorientacion.

Pulsos: duracion y alternancia. Los sistemas de
PFGE consiguen separar fragmentos grandes de
ADN al inducir la reorientacion de las moléculas
mediante cambios periddicos en el campo eléctrico.
La duracion de los campos eléctricos que se alternan
determina el tamafio del ADN que puede separarse.
Asi pues, denominamos pulso al campo eléctrico
alternante, y su duracion o intervalo hace referencia
a cuanto tiempo esta actuando en una direccion u
otra. Los pulsos pueden durar fracciones de
segundo, para separar moléculas de pocas kb, o

pueden durar algo mas de una hora para separar
moléculas mayores de 5 Mb. Puesto que nos
estamos refiriendo a la aplicacion de PFGE en la
tipificacion bacteriana, el rango de peso molecular
gue interesa separar suele oscilar entre las 20 kb y
las 600-800 kb, lo cual se consigue con tiempos que
oscilan entre los 0,5 segundos y los 50-60 segundos.
En general, cuanto mayor es la molécula de ADN,
mayor tiempo de reorientacibn se requiere; las
moléculas pequefias, que pueden reorientarse con
rapidez invierten gran parte del tiempo del intervalo
de pulso en avanzar a lo largo del gel. Como
habitualmente interesa separar un rango amplio de
fragmentos de ADN con distintos tamafos, los
sistemas de PFGE, permiten establecer un
incremento progresivo en la duracién de los pulsos a
lo largo de la duracion total de la electroforesis. Por
ejemplo, en una electroforesis de 14 horas los pulsos
pueden alternarse cada 5 segundos al principio del
gel y acabar en la hora 14 con alternancias cada 30
segundos. Los sistemas comerciales de PFGE mas
utilizados actualmente, establecen una distribucion
lineal de la duracién de los pulsos durante el tiempo
de electroforesis. La aplicacion de esta distribucién
lineal mejora la resolucion en la separacion de
fragmentos, pero no garantiza una relacion lineal
constante entre tamafio y movilidad, de hecho, si se
separan las mismas muestras con distintos intervalos
de pulsos se obtienen patrones con movilidades muy
distintas. Por esta razén es muy importante, colocar
en todos los geles de PFGE controles de peso
molecular adecuados que faciliten la comparacion
entre patrones y la identificacién de determinados
fragmentos de ADN.
Voltaje. El gradiente de voltaje es la diferencia entre
el potencial eléctrico de los electrodos, este valor
representa la fuerza que conduce el ADN a través
del gel. Por tanto, el gradiente de voltaje debe
expresarse en unidades de voltaje por distancia. Por
ejemplo, si la fuente de electroforesis genera un
voltaje de 180 V a una cubeta en la que los
electrodos estan separados 30 cm, el gradiente de
voltaje sera de 6 V/cm. El tamafio del gel utilizado no
modifica este pardmetro, siempre que la distancia
entre los electrodos o el voltaje aplicado no varie. El
uso de distintos voltajes afecta no sélo la distancia
de migracion sino también el rango de tamafios que
pueden separarse. Asi, para obtener una resolucion
comparable en geles procesados a diferentes
voltajes, debe modificarse no solo el tiempo de
electroforesis, sino los intervalos de pulsos para
compensar las diferencias en la migracién de ADN.
Utilizar un voltaje inferior requiere intervalos de pulso
mas largos para obtener resultados similares. A
voltajes bajos, las moléculas de ADN requieren mas
tiempo para reorientarse y avanzar tras la alternancia
del pulso eléctrico.
Temperatura de electroforesis. Como se ha
mencionado previamente, la recirculacion del tampén
de electroforesis y el mantenimiento de una
temperatura constante son condiciones
indispensables para obtener resultados
reproducibles. Temperaturas entre 12°C y 15°C son
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las mas habituales. A medida que la temperatura
aumenta, el ADN avanza mas rapido pero disminuye
la resolucién de las bandas en el gel. Por ejemplo, a
24°C el ADN avanza un 50% mas rapido de lo que lo
haria a 13°C, sin embargo la disminucién en la
calidad de los patrones de bandas no justifica la
reduccidn del tiempo de electroforesis. Temperaturas
méas bajas, 8°C-10°C, pueden ser recomendables
para microorganismos cuyo ADN se degrada con
facilidad (por ejemplo Streptococcus pneumoniae o
Clostridium difficile), de este modo se obtienen
patrones con bandas mejor definidas, para
compensar el enlentecimiento de la electroforesis
deben, entonces, modificarse otros parametros como
voltaje, duracién de la electroforesis, etc.

Tiempo de electroforesis. Debe intentarse mantener
el tiempo minimo de electroforesis necesario para
obtener una resolucion adecuada. En electroforesis
largas la presencia de nucleasas residuales puede
contribuir a la degradacion del ADN, ademas, las
bandas pierden definicion en la zona mas distal del
gel. Para mejorar la resolucién de una PFGE, deben
intentar ajustarse otras variables, como el intervalo
de los pulsos, aumentar el tiempo de electroforesis
s6lo aumentard el espacio entre las bandas que ya
se hubieran separado, no ayudara a separar bandas
gue migran conjuntamente al inicio del gel.

Tampdn de electroforesis. En general se recomienda
el uso de TBE (x0,5; ver composicion en documento
técnico correspondiente). En el caso de necesitar
separar moléculas de gran tamafio (>2 Mb), se
recomienda utilizar TAE (x1), puesto que es mas
rapido al generar una corriente eléctrica mas
potente.

Angulo de reorientacion. Como se ha mencionado,
por angulo de reorientacién, se entiende el angulo
que forman los vectores correspondientes a los dos
campos eléctricos que se alternan. Para obtener una
resolucién adecuada por PFGE se requieren angulos
de reorientacién de mas de 90°. El estandar, cuando
el sistema de PFGE tiene este parametro fijo, es de
120°. En la actualidad existen modelos que permiten
modificar este angulo, disminuyéndolo, lo cual es util
para separar moléculas de ADN de gran tamafio (> 2
Mb).

6.3.CRITERIOS PARA LA INTERPRETACION DE
RESULTADOS
El objetivo final de las técnicas de tipificacion
molecular aplicadas al analisis de brotes de
infeccion, es el poner de manifiesto que los
aislamientos relacionados epidemiol6gicamente, lo
estdn también genéticamente. Es imprescindible
conocer los fundamentos de las técnicas de PFGE y
cdmo ciertos cambios genéticos pueden alterar los
patrones de bandas obtenidos por PFGE, para
interpretar correctamente los resultados. En una
situacion ideal, los patrones de PFGE de los
aislamientos que representan una cepa epidémica

Posiblemente relacionados. Cuando los cambios
entre los dos patrones pueden ser atribuidos a dos

deberian ser idénticos y facilmente diferenciables de
los aislamientos epidemiolégicamente no
relacionados. Sin embargo, con frecuencia cambios
genéticos, que ocurren muchas veces de forma
aleatoria, alteran el perfil de los patrones de la cepa
epidémica en el curso de un brote. A pesar de todo,
la comparacion e interpretacion de los patrones de
restriccibn tiene un importante componente de
subjetividad por parte del observador.

Es importante tener en cuenta la naturaleza de la
coleccion de aislamientos que nos proponemos
estudiar. Son mas faciles de interpretar los patrones
obtenidos de cepas aisladas en un periodo de tiempo
corto y que han dado lugar a un brote de infeccién
recortado. En ocasiones, aislamientos no
relacionados epidemiolégicamente pueden presentar
un genotipo idéntico o muy parecido, particularmente
si pertenecen a una especie 0 subtipo con una
diversidad genética limitada. Este es el caso de
ciertos microorganismos multirresistentes,
endémicos en ciertos hospitales o areas sanitarias
(por ejemplo, S. aureus resistente a meticilina) o de
ciertos subtipos bacterianos que, en una especie
dada, se han hecho mas prevalentes en todo el
mundo (por ejemplo, ciertos serotipos de
Streptococcus pneumoniae). En estos casos puede
ser dificil discernir si las cepas que estamos
estudiando pertenecen a un brote, especialmente si
la cepa endémica o el genotipo mas prevalente son
los responsables.

A la hora de interpretar los patrones de PFGE, debe
examinarse la coleccion completa de cepas a
estudiar en busca de un patrén epidémico, que seria
el mas comun entre los aislamientos. A continuacion
todos los otros patrones deben compararse con éste
y a la vez entre si. Es preciso contabilizar el nUmero
de fragmentos distintos de cada cepa con todas las
demas, fragmento a fragmento (figura 7).

En funcién del namero de diferencias entre dos
patrones clasificaremos a los aislamientos en:
Idénticos. Cuando los dos aislamientos presentan el
mismo ndimero de bandas y éstas tienen
aparentemente el mismo tamafio. En este caso
ambos aislamientos representan la misma cepa.
Genéticamente relacionados. Cuando el nimero de
diferencias entre los dos aislamientos sea inferior o
igual a 3. Esto es debido a que un Unico cambio
genético, en el mas desfavorable de los casos
(mutacion espontanea que afecte a un lugar de
restriccion: creando uno nuevo o haciendo
desaparecer uno ya existente), se traduce en un
maximo de tres diferencias entre los patrones de un
aislamiento y su ancestro. En este caso, las dos
cepas pueden considerarse  genéticamente
relacionadas (una subtipo de la otra o ambas
derivadas de un ancestro comun) y sus diferencias
pueden ser la consecuencia de los cambios
genéticos que se acumulan en las sucesivas
generaciones bacterianas.

hechos genéticos independientes, el numero de
cambios puede llegar a ser hasta de 6 (inserciones o
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delecciones de ADN; o ganancia o pérdida de
lugares de restricciéon). Aunque estos aislamientos
puedan también corresponder a una linea evolutiva
comun, su relacidon genética no es tan cercana y por
tanto, es menos probable su relacion epidemioldgica.
Este numero de variaciones puede verse entre
aislamientos separados por largos periodos de
tiempo (> 6 meses), entre aislamientos que proceden
de brotes que han afectado a un gran nimero de
personas 0 entre aislamientos que proceden de
situaciones endémicas prolongadas. En estos casos,
antes de llegar a una conclusién seria interesante
analizar las caracteristicas fenotipicas de los
aislamientos, su sensibilidad antibidtica y aplicar
otros marcadores genotipicos si fuera necesario.

No relacionados. Cuando los cambios entre los dos
patrones son atribuibles a tres o mas cambios
genéticos independientes, lo cual se traduce en un
namero de diferencias entre los dos patrones
superior a 6. En este caso interpretaremos que las
dos cepas pertenecen a clones distintos, sin relacion
epidemioldgica.

Esta clasificacion de la relacion genética entre
microorganismos, pretende ser solo orientativa. Es
preciso individualizar cada situacion, tener en cuenta
otras caracteristicas de los microorganismos y sobre
todo, la informacion epidemioldgica que deriva de
una investigacion clinica cuidadosa.

Se pueden también analizar los patrones de PFGE
mediante sistemas informaticos que objetivan el
nimero de diferencias entre dos aislamientos y les
asignan una “distancia genética’. En estos sistemas,
se precisa captar la imagen del gel primero,
normalizarlo e identificar las bandas que quieren ser
incluidas en el andlisis. Son sistemas muy Utiles para
analizar  colecciones que incluyen muchos
microorganismos.

6.4.INDICACIONES
Las técnicas de macrorrestriccion y PFGE se han
utilizado para la tipificacibon molecular de un gran

Tipo PFGE A B

c

namero de especies bacterianas. Son técnicas que
exploran la organizacion del ADN cromosomico
bacteriano bajo la accién de la digestiébn por un
enzima, por tanto dan informacion general sobre el
genotipo bacteriano y sus cambios mas recientes. En
general, sus resultados han demostrado ser
suficientemente  discriminativos, con excelente
reproducibilidad y faciles de interpretar cuando se
estudian colecciones de microorganismos aisladas
en un periodo de tiempo corto. Al aplicar estas
técnicas al estudio de brotes de infeccién nosocomial
endémicos, hay que tener en cuenta que la
rentabilidad de la técnica variard en funcion del
momento del brote. Por ejemplo, al principio del
brote es probable que la diversidad genética sea
baja, mientras que mas tarde, al irse acumulando
cambios genéticos en las cepas
epidémicas/endémicas, se incrementara la
diversidad de los patrones de PFGE.

6.5.INCONVENIENTES DE LA TECNICA

Como se ha mencionado previamente, las técnicas
de macrorrestriccion y PFGE son de utilidad en la
mayoria de especies bacterianas, sin embargo en
algin caso carecen del suficiente poder de
discriminaciéon  (por ejemplo para Salmonella
enterica). Por esta razon, al emplear la técnica sobre
alguna especie sobre la que no hay experiencia
previa, es necesario elegir cuidadosamente las
cepas que utilizaremos como controles (aislamientos
no relacionados epidemiolégicamente con las cepas
a estudiar). También existen algunas especies
bacterianas en las que la degradacion del ADN
cromosOmico hace que muchas de sus cepas sean
“no tipables” por PFGE. Este es el caso de algunas
subespecies de Salmonella, algunas cepas de
Pseudomonas aeruginosa, Clostridium difficile o
algunos patogenos entéricos (E. coli).
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Figura 7. Electroforesis en campo pulsante del ADN cromosémico, tras restriccion con Smal, de 15 cepas de Acinetobacter
baumannii. Las cepas en las lineas 1 al 4 estan genéticamente relacionadas y pertenecen al tipo clonal “A”. Las cepas de los

clones “B”, “C" o0 “D” son idénticas entre ellas; (kb, kilobases).
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Se han publicado algunas modificaciones para
disminuir la degradacion del ADN y mejorar la
resolucion de la electroforesis, como por ejemplo,
afadir tiourea al tampon de electroforesis o utilizar
una formulaciéon que contenga HEPES en lugar de
Tris (en este caso es necesario reducir el voltaje a 4
V/cm). Asimismo, se han publicado procedimientos
técnicos que permiten obtener resultados en 24-48 h,
mejorando otro de los inconvenientes de la técnica.
Un inconveniente importante es el derivado de la
interpretacion de los patrones de bandas obtenidos,
gue es subjetiva en la mayoria de los casos, y de la
ausencia de un sistema normalizado que permita
cuantificar uniformemente la distancia genética.
Finalmente, debe recordarse que las técnicas de
macrorrestriccion y PFGE no detectan cambios
puntuales en genes ni permiten la observacion
detallada de ciertos elementos genéticos (plasmidos,
transposones, secuencias de insercion, etc.). Por
tanto, para abordar algunos problemas
epidemiol6gicos en los que intervengan estas
secuencias, se requiere la combinacién con otras
técnicas.
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7. ANALISIS DEL ADN

AMPLIFICACION CON PCR
En los dltimos afios las técnicas basadas en
reacciones de amplificacién de ADN, especialmente
la de PCR, han sido ampliamente utilizadas para la
tipificacion bacteriana. En general existen tres
grupos de variantes de la PCR: 1) Aquellas en las
que utilizando cebadores arbitrarios o con cierta
especificidad, se amplifican regiones del genoma
localizadas entre dos cebadores adyacentes
separados por una distancia no superior a la que la
Taq polimerasa puede amplificar. Estas variantes
suelen dar patrones de amplificacion constituidos por
un numero variable de bandas de ADN, 2) Variantes
en las que previa o posterior a la amplificacién
génica se somete el genoma o producto amplificado
a digestién con enzimas de restriccion, y 3) Aquellas
que amplifican regiones internas de ciertos genes y
posterior secuenciacion (Tabla 4).

MEDIANTE

En los genomas de todos los organismos se
encuentran secuencias de ADN repetidas que
pueden ser utilizadas para el disefio de cebadores
que amplifiquen la regiébn entre secuencias
repetitivas consecutivas. En las células procariotas,
las secuencias de ADN repetidas son cortas (<200
pb), no son codificantes, son intragénicas y
ampliamente distribuidas a lo largo del genoma. Una
de las primeras secuencias de este tipo descritas y
estudiadas fue REP (repetitive  extragenic
palindrome) o PU (palindromic unit), descritas
inicialmente en Salmonella y E. coli. Otras
secuencias repetidas identificadas en
enterobacterias, son las secuencias denominadas
ERIC (enterobacterial repetitive intragenic
consensus), también conocidas como IRU (intergenic
repit units).

Tabla 4. Variantes de la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) utilizadas en epidemiologia para la tipificacion

bacteriana.

A. PCR sin digestién posterior con enzimas de restriccién (ER) (Amplificacién mltiple)

- Amplificacién madltiple arbitraria:

- PCR mediante cebadores arbitrarios (AP-PCR, RAPD........ )

- Amplificacién multiple definida:

-PCR utilizando como cebadores secuencias repetidas encontradas a lo largo del genoma (REP-PCR;

ERIC-PCR, tRNA-PCR; BOX-PCR, IS....... ).

B. PCR con digestion posterior con ER y comparacion de los fragmentos de restriccion generados (PCR-RFLP).

- PCR con digestion posterior con ER.
- PCR-RFLP de genes especificos.

- PCR con digestion con ER previa a la amplificacién.

- Amplificacion secuencias de ADN que flanquean lugares de restriccién infrecuentes (IRS).
- Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccién amplificados (AFLP).

C. PCRy posterior secuenciacion

- Amplificacién y secuenciacién de varios loci genéticos (Multilocus sequence typing).
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También se ha utilizado para estudios
epidemioldgicos la amplificacion de secuencias
arbitrarias, en las que los cebadores no estan
dirigidos a ninguna region especifica. La técnica
RAPD (Random amplified polymorphic DNA) se basa
en la utilizacién de cebadores de 9 a 10 bases de
longitud, que hibridan con suficiente afinidad con
ciertas regiones del cromosoma bacteriano a bajas
temperaturas, permitiendo amplificar las regiones
gue se encuentran localizadas entre dos cebadores
consecutivos. Si dos cebadores hibridan a una
distancia Optima uno de otro y en la direccion
apropiada, se obtendrd un producto de PCR con un
tamafio correspondiente a la distancia entre los dos
cebadores. El nimero y localizacion de las regiones
reconocidas por los cebadores varia para las cepas
de una misma especie bacteriana. Como los
cebadores no estan dirigidos frente a un locus
genético  determinado, pueden tener lugar
hibridaciones inespecificas entre los cebadores y el
genoma motivo de estudio, por lo que la
amplificacion es extremadamente sensible a ligeros
cambios en la temperatura de hibridaciéon lo que
puede conducir a variabilidad en el patron de
bandas. Segun la concentracion, longitud de los
cebadores, asi como las condiciones de
electroforesis, se han descrito tres variantes: i) DAF
(DNA amplification fingerprinting); i) AP-PCR
(arbitrary primed PCR); iii) RAPD (random amplified
polymorphic DNA). Aunque estas tres variantes son
faciles de realizar y no es necesario conocer el
genoma de la bacteria, la reproducibilidad es
normalmente baja.

En el segundo grupo de técnicas (amplificacion y
posterior digestiébn con enzimas de restriccion) se
encuentran aquellas que analizan el polimorfismo de
los fragmentos generados. Por lo general posee un
bajo poder de discriminacion para utilizarse como
marcador epidemioldgico. Sin embargo, en algunos
casos se utilizan para definir especies dentro de un
género determinado, por ejemplo para la
identificaciébn de las diversas especies del género
Acinetobacter. También dentro de este grupo se
encuentra la PCR con digestiébn con enzimas de
restriccion de baja (IRS) o alta (AFLP) frecuencia de
corte previa a la amplificacion. Finalmente, el tercer
grupo incluye la amplificacion y posterior
secuenciacion de genes que codifican enzimas
involucradas en el metabolismo bacteriano. Las
técnicas de PCR con digestiébn con enzimas de
restriccion previa a la amplificacion (AFLP y IRS), asi
como la PCR y posterior secuenciaciéon (Multilocus
Sequence Typing — MLST) se desarrollaran en los
apartados correspondientes.

7.1. TRATAMIENTO
MICROORGANISMOS
Se recomienda que la cepa de estudio proceda de
un cultivo reciente. Para la obtencion del ADN
cromosomico podemos partir de un cultivo
bacteriano liquido o sélido. Existe un procedimiento
muy sencillo que consiste en resuspender una

PREVIO DE LOS

colonia de la cepa a estudiar en un volumen (25 pl)
de agua destilada estéril y someter dicha suspension
a calentamiento en bafio maria a 100°'C durante 10
minutos. Como alternativa puede utilizarse el propio
termociclador. En este caso, la suspension se realiza
en tubo de PCR y se somete 10 minutos a 95C.
Transcurrido el tiempo necesario para la lisis de la
bacteria se centrifuga brevemente la suspension (1
minuto a maxima velocidad en una centrifuga para
tubos eppendorf). El principal inconveniente de la
utilizacion de esta metodologia de extraccién del
ADN es que puede generar variabilidad en la
intensidad de las bandas que constituyen los
patrones de ADN entre cepas pues no ha habido
cuantificacion previa del ADN.

Un sistema mas preciso es la extraccion del ADN
mediante alguno de los equipos comercializados o
mediante un método no comercial, seguido de la
cuantificacion  posterior de este mediante
determinacion espectrofotométrica a 260 nm.

7.2. FUNDAMENTOS Y VARIANTES TECNICAS
Solo se mencionara el fundamento de la REP-PCR,
incluida posteriormente en el documento técnico. Sin
embargo la sistematica de las metodologias de
amplificacion multiple es muy similar y consiste en: 1.
Crecimiento en medio liquido o sélido de las células
gue deben ser analizadas; 2. Lisis celular y
extraccion del ADN; 3. Amplificacion génica
utilizando los cebadores y condiciones especificas
para cada reaccion; y 4. Separacion de los productos
de PCR vy visualizacién mediante tincion con bromuro
de etidio. Las diferencias entre las variantes
anteriormente citadas las encontramos en la
secuencia de los cebadores utilizados y en las
condiciones de amplificacion.

La REP-PCR utiliza cebadores cuya secuencia se ha
disefiado en funcion de las secuencias
cromosomicas repetidas. Estas secuencias estan
presentes en diferentes localizaciones a lo largo del
cromosoma bacteriano. Cuando dos secuencias
estan situadas lo suficientemente cerca, el fragmento
de ADN que hay entre ambas es amplificado. Dado
que el nimero y localizacién de estas secuencias
repetidas entre cepas es variable, el namero y
tamafio de los fragmentos de ADN generados
también variara.

7.3. CRITERIOS PARA LA INTERPRETACION DE
LOS RESULTADOS.

En principio los patrones que se obtienen estan
constituidos por un nimero de bandas de ADN que
permiten una interpretacion y comparacion facil entre
cepas (figura 8). Sin embargo, puede ocurrir que se
observen bandas de ADN de menor intensidad y
dado que estas bandas no son muy reproducibles,
incluso en experimentos repetidos en el mismo
laboratorio, muchos autores no las consideran. Su
presencia es probablemente el resultado de la baja
temperatura de hibridacion utilizada.
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7.4. INDICACIONES

La REP-PCR ha sido extensamente utilizada para la
tipificacion bacteriana, sobre todo en casos en los
gue se necesita disponer de resultados con cierta
rapidez. Esta técnica es mas sencilla y rapida que
otras que probablemente poseen un mayor poder de
discriminacion. Por ello, suele utilizarse como primer
paso ante la sospecha de un brote epidémico. Sin
embargo, se aconseja realizar de manera
complementaria otra técnica con un poder de
discriminacién superior.

7.5. INCONVENIENTES DE LA TECNICA

El principal inconveniente de esta técnica es la falta
de reproducibilidad que puede presentar. Puede ser
debida a la presencia de bandas de ADN de baja
densidad ocasionada por diferencias en la relacién
de la concentracion del ADN molde y del cebador.
Algunos estudios demuestran que la reproducibilidad
puede incrementarse utilizando concentraciones
definidas de ADN purificado en lugar de una
suspension bacteriana hervida.
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8. ANALISIS DEL ADN POR SECUENCIACION:
MULTILOCUS SEQUENCE TYPING (MLST)

El MLST es una técnica desarrollada y disefiada
para identificar clones y/o lineas clonales,
fundamentalmente en poblaciones bacterianas. Es
un marcador molecular de aplicacion en
epidemiologia global o a largo plazo (identificacion
de grupos poblacionales con independencia de
pequefas variaciones que puedan surgir geografica
y/o temporalmente), aunque ha sido ocasionalmente
utiizado para dar respuesta a interrogantes
planteados en epidemiologia local o a corto plazo
(caracterizacion de brotes, diferenciacion de
recidivas, reinfecciones y/o fallos terapéuticos, etc).
El método esta basado en el principio desarrollado
en el andlisis de isoenzimas (multilocus enzyme
electrophoresis -MLEE-), en el que se estudia la
movilidad electroforética de un nidmero concreto
(generalmente entre 15 y 20) de enzimas
metabdlicos en geles de almidon o poliacrilamida.
Las variaciones observadas en dichas movilidades
se corresponden con variaciones en el locus o gen
codificante de cada enzima. Cada variante es
definida como “variante alélica” y los diferentes
alelos de cada uno de los genes conforman el perfil
alélico que a su vez define el tipo electroforético.
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Figura 8. Patrones obtenidos mediante REP-PCR en cepas de Acinetobacter baumannii. Linea M, Marcadores moleculares de

ADN.
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Esta medicion “indirecta” del polimorfismo genético
se convierte en una medicién directa en MLST,
donde el andlisis se basa en la secuencia del ADN
de fragmentos internos de genes “housekeeping”
que codifican enzimas metabdlicos. El hecho de
utilizar enzimas metabdlicos, no sometidos a presion
selectiva, permite detectar variaciones neutras que
definen lineas clonales relativamente estables.

8.1. TRATAMIENTO
MICROORGANISMOS
El método fue en principio desarrollado para
caracterizaciéon de aislados bacterianos. Al ser un
método basado en amplificacién y secuenciacién
especifica de fragmentos internos de ADN en
determinados genes, los elementos criticos van a ser
la extraccion del ADN cromosémico y la
amplificacion  especifica de los fragmentos
seleccionados. No es determinante el medio de
cultivo y/o las condiciones de incubacién de la cepa
en cuestion. Desgraciadamente el proceso de
seleccion de los genes, asi como de los fragmentos
internos de estos no es universal, es decir, este
proceso debe ser realizado para cada especie
bacteriana de forma individual. EI método es de
aplicacion universal pero no su desarrollo. El método
de extraccion del material genético, asi como los
genes seleccionados y por lo tanto los protocolos de
amplificacion de los fragmentos de estos se adaptan
a cada especie de forma individualizada y estan
accesibles en la pagina web http://mist.net con un
acceso especifico para cada una de las especies. En
general, se utlizan métodos comerciales de
extraccion y purificacion de ADN.

8.2. FUNDAMENTOS Y VARIANTES TECNICAS

La técnica MLST caracteriza los aislados detectando
polimorfismo de forma directa por secuenciacion del
ADN en los diferentes genes seleccionados. Esto
permite identificar todas las variaciones, no soélo
aquellas que produzcan un cambio en la movilidad
electroforética del enzima codificante, como sucedia
en MLEE.

En general, regiones especificas de los genes son
responsables de la mayor parte de la variabilidad
observada, mientras que el resto del locus presenta
un alto grado de conservacion. Este hecho ha
permitido definir en el desarrollo del MLST que seria
suficiente analizar, de cada gen, solo un fragmento
interno de entre 450-500 pb. Asi, el nivel de
variabilidad combinado entre los genes analizados
proporciona un alto grado de discriminacion y
permite reducir el numero de loci o genes
analizados. Asimismo, la secuenciacibn permite
detectar variantes que supongan tan solo un cambio
en una base en el gen analizado, de forma que se
calcula que encontrando una media de 30 alelos
diferentes por locus, y estudiando tan so6lo 7 genes,
se podrian distinguir hasta 30" genotipos diferentes.
Esta circunstancia ha llevado a consensuar 7 cémo
el nimero de genes que se considera adecuado para
el analisis por secuenciacién de los fragmentos
seleccionados.

PREVIO DE LOS

Desde su desarrollo inicial para Neisseria
meningitidis, han aparecido basicamente dos
variantes de la técnica, y una tercera que tendra un
desarrollo paralelo al de las micromatrices o
microarrays:
8.2.1. Aplicacién directa sobre muestras clinicas en
ausencia de cultivo
Al ser un método basado en amplificacion vy
secuenciacion de material genético, ha sido
adaptado en algunos microorganismos para poder
ser aplicado en muestras bioldgicas (LCR, sangre,
suero, exudados, etc.) en ausencia de cultivo. En
este caso, la estrategia precisa la realizacion de una
Nested-PCR con iniciadores disefiados en las
regiones  flanqueantes de los fragmentos
amplificados en el esquema normal de MLST para
cultivos. Los resultados obtenidos muestran como
esta estrategia funciona bien en muestras clinicas
con neumococo 0 meningococo. Légicamente debe
funcionar también para el resto de especies en las
gue se ha desarrollado MLST.
8.2.2. Multilocus Restriction Type (MLRT)
En algunas de las especies para las que se ha
desarrollado MLST se ha aplicado con aparente
eficacia una variante que no requiere secuenciaciéon
y consiste en la amplificacion inicial de los mismos
fragmentos que se utilizan en MLST (utilizando los
mismos iniciadores), para digerir posteriormente
dichos fragmentos con endonucleasas. Los
fragmentos producidos tras la digestibn son
posteriormente resueltos mediante electroforesis en
geles de agarosa. Desde el punto de vista de
compartir datos entre diferentes laboratorios adolece
de los mismos problemas que se observan con la
utilizacion de todos los marcadores moleculares
basados en la generaciéon de patrones de bandas y
comparacion en formato de imagen: compartir
informacién es un proceso complejo que implica la
formacién de amplias redes que permitan la
estandarizacion del método y la implantacién de
idéntica metodologia para el analisis e intercambio
de imagenes, lo que complica mucho todo el
procedimiento. Sin embargo esta variante se
muestra muy Gtil en el contexto de ondas
epidémicas. Una vez identificado el perfil de MLRT
con el correspondiente de MLST, el seguimiento de
la onda desde el laboratorio central puede ser
llevado a cabo sin recurrir a la secuenciacion. Solo
en caso de aparicion de variantes proximas por
MLRT se procederia a la comprobacién por
secuenciacion.
8.2.3. Aplicacién de MLST mediante tecnologia de
micromatrices
El desarrollo de micromatrices para la deteccion
rapida de polimorfismo genético en segmentos de
ADN ha permitido su aplicacibn como variante
metodologica del MLST. En este caso, Yy
brevemente, los alelos conocidos de los fragmentos
seleccionados en los 7 genes housekeeping
permiten disefiar las sondas que se van a inmovilizar
en la matriz (o chip). En este caso, las sondas se
disefian para detectar especificamente el cambio en
una sola base, por lo que cada alelo va a venir
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definido por una reaccion positiva en una sola sonda,
o bien, por una combinacion de reacciones positivas
con diversas sondas. La actuaciéon con cada cepa
problema vuelve a empezar por la amplificacion de
los 7 fragmentos con los mismos iniciadores que se
utilizan en MLST. Los fragmentos amplificados se
marcan con la incorporaciéon de d-UTP marcado con
fluoresceina, aunque pueden utilizarse igualmente
otras modalidades de marcaje. Se procede posterior-
mente a la hibridacion de los fragmentos marcados y
al posterior revelado con estreptavidina. La
intensidad de la sefial emitida se analiza mediante
un scanner y de aqui se deduce la secuencia de
cada fragmento. Asi, el proceso es bastante sencillo
una vez desarrollada la matriz. En este momento, la
tecnologia de secuenciacibn es bastante mas
asequible que las micromatrices, especialmente si el
laboratorio tiene que disefiar y desarrollar su propia
matriz. Si en el futuro las matrices son asequibles
comercialmente, esta variante tecnolégica podria
sustituir rapidamente a la utilizacién de secuencias
de ADN.

8.3. CRITERIOS PARA LA INTERPRETACION DE
RESULTADOS

El proceso de andlisis (figura 9) por MLST se inicia
con la amplificacién y posterior secuenciacion de los
fragmentos variables de los 7 genes seleccionados.
La secuencia de cada uno de los loci se alinea con
las ya existentes en una base de datos centralizada,
asignandose un numero que identifica a cada alelo.
Si la secuencia coincide, el programa asigna uno de
los alelos ya identificados; en caso contrario asigna
un nuevo ndmero a ese nuevo alelo.

La secuenciacién de ambas hebras de ADN permite
autentificar las variaciones encontradas en la
secuencia. La identificacion de cada uno de los 7
alelos genera un “perfil alélico” que consiste en una
secuencia de 7 nimeros. A partir de este momento
la comparacién entre aislados es sencilla,
comprobando con facilidad el grado de proximidad
entre los aislados, mediante el simple andlisis del
namero de alelos compartidos entre perfiles
diferentes. Cada perfil alélico define lo que se
conoce como “tipo de secuencia” o0 “sequence
type” (ST).

Las caracteristicas propias de Internet permiten la
existencia de bases de datos MLST especificas para
cada microorganismo, accesibles mediante pagina
web (http://mist.net), realizandose todo el proceso de
consultas y analisis asi como envio de las propias
cepas para inclusion en las bases de datos, con
conexion posible desde cualquier lugar del mundo.
Desgraciadamente, el proceso de seleccién de los
genes, asi como de los fragmentos internos de estos
no es universal, es decir este proceso debe ser
realizado para cada especie bacteriana de forma
individual, de forma que aunque el método es de
aplicacion universal, su desarrollo no. Este proceso
es lento y laborioso, limitando la aplicacién de MLST
a aquellas especies en las que ya ha sido
desarrollado. El método ya ha sido desarrollado para

11 diferentes especies de bacterias y 1 levadura (ver
informacion en
http://www.mlst.net/databases/default.asp), y estan
en proceso de desarrollo un buen numero de
patbgenos de interés en salud publica
(http://www.mlst.net/misc/new_schemes.asp).
Cuando se completa el proceso de desarrollo de
MLST para una nueva especie bacteriana, es preciso
organizar una base de datos. La organizacion y
gestion de estas bases de datos se realiza mediante
programas informéticos diseflados al efecto que
recogen una serie minima de datos de cada uno de
los aislados que forman parte de la misma. Esa serie
de datos, clinicos, epidemioldgicos y microbioldgicos,
la definen el grupo o grupos responsables del
desarrollo del método en la especie en cuestion.

El sistema estd disefiado de forma dinamica, para
poder mandar los STs de nuevos aislados, solicitar la
inclusion de nuevos alelos y/o perfiles, etc., todo ello
gestionado por un administrador especialista en
bioinformatica, que supervisa los datos
suministrados por el usuario. Asi, si se envian datos
de aislados que corresponden a perfiles ya descritos,
solo es preciso enviar un formato Excel con los datos
correspondientes. Si se trata de un alelo nuevo, no
incluido en la base de datos, entonces es preciso
enviar el archivo en formato “Chromas” generado por
el secuenciador automatico, para poder proceder a
su verificacion. El programa de gestion de la base de
datos permite al usuario realizar consultas de alelos,
de perfiles alélicos, de aislados especificos con
objeto de conocer su relacién con otros aislados
incluidos en la base, etc. Adicionalmente, la pagina
web ofrece enlaces con un buen nimero de
programas que permiten el andlisis de datos
generados por MLST mediante la utilizacion de
diversos algoritmos. Un ejemplo de ello seria la
pagina web correspondiente a Neisseria meningitidis
(http://neisseria.org/nm/typing/mist/), que permite de
manera interactiva realizar consulta sobre protocolos
de extraccion del ADN, asi como protocolos de
amplificacion y secuenciaciéon de los fragmentos
seleccionados (Information), adicionalmente a las
consultas ya resefiadas anteriormente.

8.4. INDICACIONES
Como ya se ha mencionado, MLST es una técnica
disefiada para el seguimiento de clones y/o lineas
clonales, fundamentalmente en poblaciones
bacterianas. MLST consigue trazar procesos de
dispersion, identificando con gran precision grupos
poblacionales especificos con independencia de
pequefias variaciones que puedan surgir geogréfica
y/o temporalmente.
Por tanto, es un marcador molecular indicado en lo
gue se conoce como epidemiologia global a largo
plazo. Ofrece resultados de gran precision y puede,
como en el caso Neisseria meningitidis, identificar la
presencia de lineas clonales hipervirulentas,
prediciendo con cierta antelacion la llegada de ondas
epidémicas. Asimismo, es un marcador que permite
el seguimiento de clones resistentes prediciendo
igual que en el caso anterior la evolucién a medio
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plazo de los niveles de resistencia en el
microorganismo analizado.

Este andlisis ha ofrecido buenos resultados en el
caso de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina y Streptococcus pneumoniae resistente a
penicilina o con un patron de multirresistencia a
varios antimicrobianos.

Tanto en meningococo como en neumococo, se ha
detectado la posibilidad de fendémenos de
recombinacion genética que afectan a genes del
polisacarido capsular, conocidos como “switching
capsular’. Las cepas resultantes expresan un
polisacarido diferente al que se expresaba en la cepa

original.

La aplicacibn masiva de vacunas conjugadas

altamente  eficaces frente a estos dos
microorganismos, podria ejercer una seleccion
positiva para las cepas que expresen, por

recombinacién, un polisacéarido no incluido en la
vacuna ya que las vacunas desarrolladas protegen
sélo frente a un ndmero limitado de serogrupos o
serotipos, en dos especies que tienen un alto
namero de cepas de diferentes serogrupos/serotipos
causando enfermedad. La aparicién y frecuencia de
estos fendmenos debe ser investigada en todo
momento, y para ello, MLST se ha mostrado como
una herramienta de gran eficacia.

Amplificacién de los fragmentos de 450-500 pb de los 7 genes seleccionados

Secuenciacién de los fragmentos seleccionados

L

Comparacién de las secuencias de cada fragmento con los alelos conocidos en cada locus
Asignacion de alelos en cada uno de los 7 loci, lo que determina el PERFIL ALELICO
Comparacion del perfil alelico con el de los aislados incluidos en una base de datos centralizada

Asignacion de un ST al perfil alelico de la/s cepa/s en estudio

Genl Gen2 Gen3 Gen4 Gen5 Gen6 Gen7
Cepal 2 3 2 10 6 1 22 ST12
Cepa 2 3 3 4 5 1 1 10 ST65
Cepa 3 2 2 4 10 12 3 3 ST123
Cepa 4 2 3 2 10 6 1 22 ST12
Cepa5 4 1 12 32 2 11 22 ST76
Cepa 6 3 3 4 5 1 1 10 ST65
Cepa 7 2 3 4 2 6 1 22 ST15
Cepa 8 2 3 2 10 6 1 22 ST12

Figura 9. Andlisis mediante la técnica de MLST
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9. OTRAS TECNICAS DE TIPIFICACION
MOLECULAR

9.1. AMPLIFICATION FRAGMENT LENGTH
POLYMORPHISM (AFLP)

AFLP es un marcador molecular que combina dos
estrategias diferentes: digestion del ADN con
enzimas de restriccion y amplificacion selectiva
mediante PCR selectiva. B4sicamente, se basa en la
utilizacion de adaptadores que “reparan” los
fragmentos de ADN obtenidos en la digestion, con
una posterior amplificacion mediante iniciadores
complementarios de la secuencia disefiada en los
adaptadores.

Este método, originalmente descrito en 1995, fue
disefiado para analizar ADN de cualquier origen y
complejidad, aunque posteriormente se han
desarrollado variante técnicas méas sencillas para su
aplicacién en genomas bacterianos.

El método original comienza con la extraccion y
purificacion del ADN mediante la utilizacion de
cualquier ~método comercial asequible. A
continuacion el ADN bacteriano se somete a una
primera digestion, generalmente con un enzima que
reconozca un numero intermedio de secuencias de
corte, tal como EcoRIl, y seguidamente a una
segunda digestién con otro enzima que reconozca
un alto nimero de puntos de corte, como Msel o
Tagl. Este proceso va a originar fragmentos de ADN
cortados en ambos extremos por el mismo enzima, y
fragmentos mixtos, cortados en un extremo por
EcoRl y en el otro por Msel o Taql.

El paso siguiente consiste en la union mediante la
accion de ADN-ligasa, de unos oligonucleotidos de
doble cadena Illamados adaptadores, en los
extremos de los fragmentos de ADN. Dichos
adaptadores se disefian de tal forma que van a
unirse selectivamente en los fragmentos mixtos,
dejando pues al margen todos los fragmentos
digeridos en ambos extremos por el mismo enzima.
El disefio de los adaptadores incluye algin cambio
de base para impedir una nueva digestion tras la
accion de la ligasa ya que las reacciones de
digestion y de unién de los adaptadores se realizan
de forma simultanea.

La presencia entonces de los adaptadores permite la
utilizacion de iniciadores diseflados para reconocer e
hibridar en parte de la secuencia de dichos
adaptadores. La amplificacibn se realiza en
condiciones de alta selectividad, de forma que una
extension en el extremo 3’ de entre 1y 3 nucledtidos
permite obtener un resultado de un menor nimero
de amplicones y simplificar por lo tanto el nUmero de
bandas final.
Si el nimero final de bandas es muy elevado y con
tamafios pequefios, el andlisis se realizara en geles
de poliacrilamida, generalmente con ayuda de un
secuenciador automatico, que generara patrones
exportables 'y analizables con  programas
informéticos especificos. La utilizacién de patrones
“digitalizados” y de programas informaticos de
analisis comunes permite compartir datos entre
diferentes laboratorios con mayor facilidad. En este
caso, uno de los iniciadores se marca con un
fluorocromo.
Para genomas sencillos, como son los cromosomas
bacterianos, se han desarrollado variantes con una
sola digestion inicial y una resolucion del gel final en
agarosa.
Con este método, la variabilidad obtenida se origina
por alguna de las siguientes causas:

- Mutaciones en las dianas de restriccion de los

enzimas utilizados.

- Mutaciones en las secuencias adyacentes a

las dianas de restriccion 'y que son

complementarias de una parte de los iniciadores

- Inserciones y/o delecciones dentro de los

fragmentos amplificados.
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9.3. MICROMATRICES DE ADN

Los microchips, microarrays o micromatrices de ADN
son una serie de sondas de ADN unidas a un
soporte sélido en una disposicion regular y prefijada.
Estas sondas pueden ser oligonucleétidos o
productos de PCR. El acido nucleico diana que sera
detectado puede ser ADN o ARN. La principal
ventaja con respecto a otras técnicas de biologia
molecular como la PCR convencional, la PCR
multiple o la PCR a tiempo real es que podemos
detectar en un Unico proceso miles de genes.
Podriamos considerar las micromatrices de ADN
como dot blots miniaturizados.

Los términos microchips de ADN o microarrays de
ADN se utilizan muchas veces indistintamente. Sin
embargo, la diferencia fundamental esta en la
metodologia utilizada para la preparacion de ambos.
Los microarrays de ADN consisten en cientos o miles
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de productos de PCR u oligonucledtidos especificos
de los genes que queremos detectar, los cuales en
una mindscula cantidad (<1 nL) se depositan
normalmente encima de un sustrato de cristal (por
ejemplo un portaobjetos) mediante la utilizacion de
un robot, mientras que los microchips se preparan
mediante la sintesis de oligonucleotidos “in situ”
sobre un cristal mediante una reaccion fotoquimica,
parecida a la fotolitografia. Este sistema fue utilizado
por primera vez por Affymetrix, que acufié el término
de Genechip.

El protocolo béasico de procesamiento de la muestra
es el siguiente:

1. Aislamiento del ARN o ADN que queremos
detectar.

2. Marcaje del ARN o ADN. ElI ARN se marca tras
una reaccion catalizada por la transcriptasa
reversa que lo convierte en ADNc. El marcaje se
realiza normalmente con un fluorocromo.

3. Hibridaciéon del &cido nucleico diana marcado
con el microarray de ADN. Este paso permite la
interaccion especifica entre el acido nucleico
diana a detectar y las sondas depositadas en el
microarray.

4. Lavados del microarray de ADN con soluciones
preparadas a diferentes concentraciones de sal
y detergentes para minimizar la unién
inespecifica.

5. Determinacion de la intensidad de la
fluorescencia emitida por el fluorocromo
mediante un detector que, conectado a un
ordenador con un programa determinado, nos
permitird cuantificar la intensidad en cada
posicion predeterminada donde conocemos la
sonda especifica que se ha depositado.

6. Analisis de los datos.

Hasta la actualidad la aplicacion de los microarrays
de ADN en el campo de la microbiologia clinica es
escasa. En lineas generales se han utilizado para:

1. Investigacién de la expresion génica. Los genes
que constituyen el genoma completo de un
microorganismo pueden ser facilmente
representados en un uUnico microarray de ADN, por
lo que se dispondra de una vision global de la
expresion de todos los genes en unas condiciones
determinadas.

2. Blsqueda de regiones desconocidas del

genoma de un microorganismo.

3. Andlisis de la interaccion ADN-proteina.

4. Genotipado de un microorganismo.

Dentro de las aplicaciones especificas en el campo
de la microbiologia cabe destacar:

1. Determinacién de factores de virulencia de
ciertos microorganismos.

2.Estudio de la respuesta de la célula
hospedadora frente a un microorganismo
patégeno o a microorganismos de la microbiota
normal.

3. Andlisis de la expresion génica tras el
tratamiento de la célula con farmacos, como
pueden ser antibiéticos, 0 compuestos toxicos.

4. Diagnéstico de enfermedades infecciosas.
Existen pocos trabajos que apliquen los

microarrays de ADN para el diagnostico
microbiolégico. Los genes mas utilizados como
sondas para la deteccion especifica de
microorganismos son el 16S ARNr y el 23S
ARNr, y
5. Andlisis de la evolucibn bacteriana y
epidemiologia.
En el campo concreto de la epidemiologia molecular
hasta la actualidad la utilizacion de los microarrays
de ADN ha sido limitada, de hecho el Unico trabajo
en la literatura que posee un cierto matiz
epidemiolégico es el de Kato-Maeda y col. en el que
se estudia la evolucibn de Mycobacterium
tuberculosis mediante la utilizacibn de microarrays
de ADN que contienen la totalidad del genoma de
este microorganismo. Los resultados obtenidos
demostraban que habia habido delecciones
importantes en el genoma de algunas cepas y que
estas delecciones se asociaban con una menor
patogenicidad. Los patrones de delecciones
detectados eran idénticos en los mismos clones,
pero diferian en los clones diferentes, lo cual
sugeria que esta metodologia podria ser utilizada en
estudios epidemiologicos. No obstante se encuentra
todavia en fase embrionaria por lo que respecta a su
aplicacion en el campo de la epidemiologia
molecular y probablemente su uso no es necesario
cuando se pretende definir un brote epidémico
ocasionado por un microorganismo en un area
geografica localizada, pues se dispone de otros
marcadores epidemiolégicos para este tipo de
estudios. Sin embargo, para el seguimiento de
cepas a nivel mundial probablemente estaria
justificado el uso de microarrays de ADN por la
elevada informacion proporcionada al analizar el
genoma en su totalidad
Es evidente que en un futuro los métodos que
permitan el analisis del genoma en su totalidad
mediante micromatrices de ADN, o incluso la
secuenciacion de la totalidad del genoma seran
imprescindibles para estudios de taxonomia,
filogenia, genética de poblaciones y epidemiologia.
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1.PROPOSITO Y ALCANCE
Describir la metodologia asociada a diferentes
técnicas de analisis de ADN plasmidico.

2.FUNDAMENTO

El analisis de ADN extracromosomico plasmidico

tiene 2 objetivos principales: 1) establecer las

posibles relaciones epidemiolégicas entre aislados

de la misma especie y 2) reconocer plasmidos

comunes o0 “epidémicos” entre aislados de la misma

o de diferentes especie bacterianas.

Cada una de las aplicaciones requiere metodologias

diferentes. Dado que todas ellas pueden ser

utilizadas en laboratorios de microbiologia con un

equipamiento medio describiremos los protocolos

mas representativos de cada una de ellas:

1.Tipificacién del perfil plasmidico o analisis del
contenido plasmidico total: Extraccion de ADN
plasmidico por el Método de Kado y Liu.

2.Analisis del polimorfismo genético plasmidico
(“plasmid fingerprinting”): Extraccion de ADN
plasmidico por el Método de lisis alcalina de
Birnboim y Doly y posterior digestion enzimatica
(adaptada para mini y midipreps).

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Bibliografia correspondiente de cada técnica

-Manual de Seguridad. Laboratorio de Microbiologia

4. MUESTRAS

Cultivos bacterianos en cultivo puro, aislados en
placas de agar sangre o medios no selectivos.

e Cultivos en medio liquido Luria Bertani
(Gramnegativos) y caldo infusidn-cerebro-corazon
(Grampositivos).

(Normalmente, esta técnica se aplica a una serie de
aislados — dos 0 mas - entre los que se pretende
estudiar su relacion genética).

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
PRODUCTOS
La composicion de los tampones y soluciones
empleadas en este procedimiento figura en el anexo
1.

» Placas de agar sangre

» Caldo de Luria-Bertani (LB)

+ Caldo infusion-cerebro-corazon (BHI)

* Buffer de suspension

* Solucion de lisis (método de Kado y Liu)

* Solucién | (método de Birboim y Doly)

 Solucién Il (método de Birboim y Doly)

 Solucién Il (método de Birboim y Doly)

* Fenol: cloroformo: alcohol isoamilico

 Lisozima

* Lisostafina

* Ribonucleasa (RNAsa-A)

* Proteinasa K

» Enzimas de restriccién

* TE (Tris-EDTA)

» Etanol 70°C

* Isopropanol

» Bromuro de etidio

» Buffer de electroforesis: (TBE - Tris-Borato-
EDTA- concentracion 10x)

 Buffer de carga

e Agarosa

» Controles de peso molecular

e Cepas receptoras (cuando se requiere la
obtencién de transconjugantes)

6. APARATOS Y MATERIAL

» Microcentrifuga con capacidad de centrifugar a
12.000 rpm

 Centrifuga con rotores para frascos de 10 mL, 50
mL y 250 mL (Rotores SS34)

* Cubetas de electroforesis horizontal con fuente
de alimentacion

» Elementos para la confeccion de geles de
agarosa: molde, bandejas y peines

« Agitador orbital

e Camara fotogréfica, transiluminador luz UV

« Bafio de incubacion

« Regla transparente a la luz UV

« Papel milimetrado

» Vortex

 Asas bacteriologicas

« Micropipetas de volumen variable (1mL, 20-200
uL, 2-20 uL)

« Puntas pipeta estériles

e Tubos estériles tipo eppendorf de 1,5 mL

» Tubos de plastico desechables estériles, 10 mL

« Matraces Erlenmeyer de 250-500 mL

e Tubos Falcon 50 Ml

7. PROCESAMIENTO

7.1. EXTRACCION DEL ADN PLASMIDICO

Extraccion del contenido plasmidico total segun
el Método de Kado-Liu

1.Hacer una lista de trabajo asignando nuameros
correlativos a cada una de las cepas o aislados
a estudiar.

2.Crecer los microorganismos en caldo Luria
Bertani 18h a 37°C (28°C para Yersinia) con
agitacion moderada. Alternativamente, los
microorganismos a estudiar se pueden inocular
en agar sangre o medios no selectivos. No
utilizar medios selectivos ya que el rendimiento
disminuye notablemente.

3.Transferir 1 mL de cultivo anterior a un tubo
eppendorf de 1,5 mL y centrifugar a 13.000 rpm
5 m. Si se inoculd en placas, resuspender una
cantidad equivalente a un asa de cultivo en 100
pL de TE.

4. Afiadir 100 pL de solucién de lisis y mezclar con
agitacion suave invirtiendo los tubos 4 6 5
veces (Notas 1y 2).

5.Incubar a 55°C de 30 a 60 m (35 m para
Gramnegativos y 60 m para Grampositivos).

6.Extraer el ADN afiadiendo 200 pL de una
solucion de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(2:1:1). Mezclar agitando con  vOrtex
brevemente (5 s) o invirtiendo los tubos 5 6 6
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veces. Se tiene que lograr una solucion
perfectamente homogénea.

7.Separar las distintas fases por centrifugacion a
12.000 rpm durante 5 m-15m

8.Transferir la fase acuosa superior (100-150uL)
a un tubo eppendorf limpio con una punta de
pipeta evitando cualquier aspiracion de la fase
inferior. Si la fase acuosa no es clara,
centrifugar de nuevo.

9.Transferir 40 uL de fase acuosa a un papel
parafiim y mezclar con 30 pL de buffer de
carga.

10.Cargar un gel de agarosa (Nota 3).

Extraccion de plasmidos segun el Método de lisis

alcalina de Birnboim & Doly (1979).

Una vez que hemos determinado por la técnica
de Kado y Liu que los plasmidos que
sospechamos relacionados epidemiolégicamente
tienen el mismo o aproximado peso molecular,
debemos proceder al analisis de sus
polimorfismos genéticos. Para ello es necesario
extraer el ADN por una técnica que permita
cantidad y calidad suficiente para permitir una
correcta digestion enzimética.

La obtencibn de plasmidos se realiza
mayoritariamente aplicando protocolos basados
en el método de lisis alcalina. Son protocolos de
extraccion a pequefia escala (“minipreps”) y se
utiizan para una gran variedad de
microorganismos Gram positivos 'y Gram
negativos. Existen numerosas  versiones
comerciales de los mismos. Estos protocolos
funcionan bien pero estan limitados a la obtencién
de plasmidos en alto o medio nimero de copias y
de peso molecular <50kb. Dado que muchos
plasmidos de interés suelen ser de elevado peso
molecular (ej. plasmidos que contienen genes de
B-lactamas de expectro extendido), hemos de
recurrir a otros métodos. Los protocolos a gran
escala (“midi y maxipreps”) utilizados en el
pasado para la extraccion de plasmidos de alto
peso molecular y bajo nimero de copias pueden
ser sustituidos por modificacién del método de
Birnboim y Doly (descrito a continuacion)
empleando volimenes mayores y purificacion
posterior con resinas de intercambio i6nico.
Existen versiones comerciales que utilizan este
procedimiento (QIAGEN Plasmid Midi kit, Maxi,
Mega y Giga Kits, distribuidos por IZASA en
Espafia) y que permiten la extraccion de 6-8
muestras en un dia de trabajo y la obtencién de
plasmidos de hasta 150 kb y bajo numero de
copias.

Minipreps

1. Crecer los microorganismos en 10 mL de
caldo Luria Bertani 18h a 37°C (28°C para
Yersinia) con agitacion moderada.

2. Centrifugar el cultivo bacteriano a 4.000
rpm 10 min a 4°C en un rotor Sorvall SS34.

3. Resuspender el pellet en 200 pL de
solucién | y transferir la suspensién a un tubo
eppendorf (Nota 1).

4. Afadir 400 pL de soluciéon de lisis Il y
mezclar invirtiendo el tubo 4 6 5 veces no
utilizando el vértex. Incubar 5 m a
temperatura ambiente (Nota 2).

5. Afadir 300 pL de solucion 1l y mezclar
invirtiendo los tubos 4 6 5 veces no
utilizando el vortex. Incubar 15 m en hielo.

6. Centrifugar 5-10 m a 12.000 rpm vy
transferir 600 pL de sobrenadante a un tubo
nuevo.

7. Opcional: afiadir un volumen igual de fenol:
cloroformo:  alcohol isoamilico  (1:1:1).
Mezclar con vortex durante unos segundos.
Centrifugar a 12.000 rpm 5-15 m en una
microcentrifuga y transferir 600 pL de
sobrenadante a un tubo nuevo .

8. Anadir 600 pL de isopropanol para
precipitar el ADN. Mezclar con vértex. Dejar
a temperatura ambiente 2 m.

9. Centrifugar a 12.000 rpm 5-10 m en una
microcentrifuga y eliminar cuidadosamente
el sobrenadante con una pipeta. Eliminar las
gotas de alcohol que hayan podido quedar
en el tubo invirtiendo éste sobre un papel
secante primero, y dejandolo secar a
temperatura ambiente unos 10 m después.

10. Lavar el pellet con etanol de 70°C
almacenado a 4°C. Eliminar el sobrenadante
como en el apartado 9.

11. Disolver el pellet en 30-50 pL de TE,
mezclar con vortex.

12. Mezclar 16 pL de ADN, 2 pL de 10x
buffer de reaccion, y 2 pL de enzima de
restriccion (10-20UI) (Notas 4y 5)

13. Incubar a 37°C o0 a la temperatura
adecuada para ese enzima al menos 4 h
(normalmente toda la noche). (Nota 6)

14. Adadir 5 pL de buffer de carga y cargar
un gel de agarosa

Midi y maxipreps

1. Normalmente se realiza un preinoculo de
una colonia en 5mL de caldo LB con
antibiotico y se incuba a 37°C hasta llegar a
la fase logaritmica. Este cultivo se diluye
1/500-1/1000 veces en el volumen en el
gue se realice la extraccion que se incubara
con agitacion (300rpm) 12-16h.

2. Difiere de las minipreps en que: i) se
requieren volimenes mayores (25-100mL)
que varian dependiendo del tamafio
molecular y nimero de copias del plasmido
y ii) la necesidad de purificacion posterior
gue suele realizarse a partir del paso 6 con
resinas de intercambio i6nico (Qiagen). El
protocolo es el mismo en los pasos 1-6
cambiando los volimenes.
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7.2. SEPARACION DEL ADN PLASMIDICO POR

ELECTROFORESIS EN GELES HORIZONTALES

DE AGAROSA

PREPARACION DE LOS GELES DE AGAROSA

e Preparar un gel de agarosa normal en 0,5 x TBE
buffer. La concentracion de agarosa a utilizar
dependera del tamafio molecular de los
fragmentos a separar. Normalmente un gel de
agarosa al 0,7-0,8% (peso/volumen) permite una
estimacion de fragmentos entre 0,5 y 20 kb.
Plasmidos pequefios requieren concentraciones
mas elevadas (ej. 1%) y plasmidos grandes,
concentraciones mas bajas (0,5%).

Concentracién Rango de peso
de agarosa (%) _molecular de ADN
lineal a separar (kb)
0,3 1,0-70,0
0,5 0,7-45,0
0.8 0,4 -20,0
1,0 0,3-10,0
1,2 0,2-8,0
15 0,2-6,0
2,0 0,1-5,0

* Mezclar los distintos componentes y hervir para
disolver la agarosa tomando la precaucién de tapar
el recipiente con papel de aluminio para evitar la
evaporacion

« Dejar enfriar la solucién en agitacion hasta que
tenga una T2 de 60 °C

» Seleccionar la bandeja de gel y el peine a utilizar.
No existe una medida estandar de los geles de
agarosa a emplear para un andlisis plasmidico.
Los plasmidos de alto peso molecular (>50kb)
deben ser separados en geles grandes para
optimizar su resolucion (50x20 cm) pero los
plasmidos de bajo peso molecular (<15kb) pueden
separarse en cualquier gel, incluidos pequefios
(10x10cm). En cuanto a los peines, deben tener
una capacidad de 50-75 pL por pocillo. Esto es
especialmente importante en el andlisis de
contenido plasmidico total ya que ese volumen
corresponde a la cantidad que se debe cargar por
cada muestra

» Verter cuidadosamente la agarosa y esperar 30 m
hasta que solidifique

Colocacion en las cubetas, extraccion y tincion

del gel

» Preparar 2 L de tampén de electroforesis 0,5x TBE
(100 ml 10xTBE en 1900 ml de agua bidestilada) y
verter en la cubeta de electroforesis.

» Colocar el molde que contiene el gel y depositar
éste en la cubeta asegurandonos que el buffer lo
cubre completamente.

« Cargar las muestras colocando en los extremos los
controles de peso molecular (Nota 7).

« Conectar la fuente de alimentacién a un voltaje
constante de 90-120 V hasta que el buffer de carga
llegue al final (Nota 8).

» Abrir la tapa de la cubeta y extraer el gel.

e Colocar el gel en una solucién de bromuro de
etidio (1pg/mL) durante 30 m, a temperatura
ambiente (Nota 9).

* Visualizar el gel en el transiluminador de Iluz
ultravioleta y fotografiarlo colocando una regla
fluorescente a la luz UV junto a uno de los lados
del gel de tal forma que la sefial que indica “0 cm”
coincida con el pocillo del primer carril del gel
(Nota 10y 11).

8. OBTENCION Y EXPRESION DE LOS

RESULTADOS

8.1. DETERMINACION DEL TAMANO MOLECULAR

La determinacion del tamafio molecular de plasmidos

o de fragmentos lineales de ADN se realiza por

comparacion de su movilidad electroforética en geles

de agarosa con la de moléculas de ADN de tamafio
molecular conocido. Para ello, es necesario:

o Calcular la movilidad electroforética: se define
midiendo las distancias de migracion (en mm) de
los fragmentos de ADN sobre la fotografia de los
geles o de las imagenes. Anotaremos las
distancias recorridas por cada uno de los
fragmentos objeto de estudio asi como la de los
controles de peso molecular que se aprecian en la
foto o en la imagen digitalizada del gel realizada
con la regla posicionada en uno de sus lados.

» Construir una curva de calibracién en la que se
representa el log;, del tamafio molecular (kbp)
versus la distancia recorrida (en mm) de los
controles utilizados. Posteriormente, se determina
el tamafio molecular de los fragmentos
correspondientes  por interpolaciébn de las
distancias recorridas por los mismos sobre la curva
de calibracién obtenida con los valores de los
controles utilizados (Nota 7).

» Los nuevos sistemas de captacion y analisis de
imagenes digitalizadas ampliamente utilizados en
la actualidad como el Phoretix™ gel analisis
software package (NonLinear Dynamics USA,
Newcastle, UK) o el Applied Mathemathics
(BioRad) permiten el calculo computerizado de los
pesos moleculares aplicando diferentes métodos
matematicos, el andlisis de gran numero de
muestras y la comparaciéon de muestra en distintos
geles (Nota 11).

8.2. DETERMINACION DE LA RELACION
EPIDEMIOLOGICA ENTRE DISTINTOS
PLASMIDOS

Se realiza por comparacion de los patrones de
bandas obtenidos tras separacion electroforética del
extracto crudo plasmidico o tras digestion enzimatica
del ADN plasmidico.

En el caso que se comparen extractos plasmidicos
totales, hay que tener en cuenta que todos los
aislados del estudio deben haber sido tratados de
igual forma, de lo contrario pueden aparecer
diferentes movilidades electroforéticas en un mismo
plasmido.
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Si el analisis va precedido de digestion enzimética, a
diferencia de lo que sucede con el ADN gendmico,
no existen criterios que establezcan el nimero de
bandas que deben compartir dos plasmidos para ser
considerados idénticos o posiblemente relacionados.
En general, consideramos que dos plasmidos estan
genéticamente relacionados cuando comparten >3
sitios de restriccion para un enzima de restriccion
determinado y generan el mismo nimero de bandas
de igual peso molecular. Esto suele confirmarse al
menos para 2 enzimas diferentes.

9. RESPONSABILIDADES

Los técnicos de laboratorio seran responsables del
procesamiento de los aislados y de la elaboracién de
la técnica.

El facultativo responsable debera emitir un informe
donde se expresen los resultados de forma clara y
comprensible y debera validar éstos.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Nota 1. Este paso puede ser modificado segun la
bacteria que vayamos a tratar. Las modificaciones
incluyen un aumento de la concentracién de lisozima
(para determinados microorganismos Grampositivos
como Listeria), de los tiempos de incubacién o la
adicién de enzimas que debilitan la pared celular
como lisostafina (necesaria para Staphylococcus) o
mutanolisina (determinadas cepas de
microorganismos  Grampositivos).  Realizaremos
modificaciones siempre que al afiadir la solucién I
no logramos una lisis adecuada.

Nota 2. La incubacién con la solucion de lisis Il no
debe prolongarse mas tiempo del sefalado para
prevenir una excesiva contaminacion con el ADN
cromosomico. Es suficiente cuando la solucién pasa
de turbia a opalescente. Nunca debemos utilizar el
vortex en este punto para minimizar la conversion de
las formas CCC (Covalently Closed Circular o
moléculas circulares de ADN de doble hebra
cerradas covalentemente) a sus otras variantes
moleculares alternativas del plasmido: formas OC
(Open Circular) o formas L (lineales) que se generan
cuando se produce la rotura de una hebra o de las
dos hebras de las formas CCC, respectivamente. La
presencia de formas OC y L causaria errores en la
interpretacién de las bandas de los geles dado que
cada configuracion plasmidica tiene distinta
movilidad electroforética (ver figura 1, documento
cientifico).

Nota 3. Las muestras de ADN plasmidico CCC
deben utilizarse en el dia ya que el almacenamiento
a 4°C 6 20°C puede provocar un aumento de formas
OC haciendo que los resultados de geles posteriores
sean dificiles de valorar.

Nota 4. No agitar con vortex las preparaciones que
contienen enzimas de restriccion ya que pueden
inactivarse con la agitacion.

Nota 5. Convencionalmente, consideramos que 1 Ul
de ER digiere 1 upg de ADN (generalmente ADN de
fago lambda). Sin embargo, la cantidad requerida
depende del nimero de secuencias reconocidas por

el ER. Se suele utilizar 5 Ul de ER/ug de ADN para
plasmidos con pocos sitios de restriccion. Nosotros
utiizamos 10-20 Ul dado que el nuamero de
secuencias diana para los ER utilizados es, de forma
general, desconocido.

Nota 6. EI ADN plasmidico digerido con enzimas de
restriccion (ADN lineal) y que no haya sido utilizado
puede almacenarse a —20 °C. Es importante tener en
cuenta que la mayoria de los enzimas de restriccién
reconocen secuencias asimétricas dando lugar a
extremos complementarios y haciendo posible que
distintos fragmentos puedan unirse aleatoriamente
debido a la formacién de puentes de hidrégeno,
afectando asi al resultado de un segundo gel. Para
evitarlo, las muestras se descongelardn y se
incubaran a 65° C durante 5 m antes de su andlisis.
Nota 7. Los controles de peso molecular deben
incluir siempre fragmentos de mayor y de menor
tamafio molecular a cualquiera de los fragmentos de
ADN o plasmidos a analizar. Es adecuado utilizar
controles con un nimero de bandas superior a 10 en
el caso de moléculas de ADN lineal y superior a 5 en
el caso de plasmidos CCC para obtener las mejores
curvas de calibracibn posibles. Es importante
recordar que los fragmentos >20kb no se separan en
geles de agarosa de concentracion normal (ver tabla
del apartado 7.2).

Nota 8. Debe tenerse la precaucion de terminar el
gel antes de que el tampon de carga llegue al final
del mismo, puesto que fragmentos pequefios de
ADN abierto pueden migrar a mayor velocidad que
dicho tampon y se podrian perder.

Nota 9. El bromuro de etidio (1pg/mL) no debe
incorporarse a los geles de agarosa cuando se
analizan plasmidos CCC ya que al intercalarse con
el ADN las moléculas son extremadamente sensibles
a su rotura con la luz UV. Los geles de agarosa para
el andlisis de ADN plasmidico lineal pueden
prepararse con y sin bromuro de etidio ya que el
efecto de este agente sobre la migracién del ADN
lineal es inapreciable.

Nota 10. Si al visualizar los geles con luz UV
apreciamos una baja resolucién de los fragmentos
obtenidos, el gel puede volver a ser colocado en la
cubeta y prolongar el tiempo de electroforesis cuanto
sea necesario. Esto no es posible para geles de
plasmidos CCC por las razones expuestas en la nota
anterior.

Nota 11. La precision en la determinacién de los
tamafios moleculares depende en gran medida de
una buena resolucién de los fragmentos de ADN. El
tiempo y el voltaje aplicados asi como los controles
de peso molecular utilizados para realizar las curvas
de calibracién son factores determinantes. El tiempo
depende del tamafio molecular de los fragmentos o
plasmidos a separar; debe ser mayor cuanto mayor
es el tamafio de los fragmentos a estudiar. La
aplicacién de un bajo voltaje suelen determinar una
mejor resolucién. Los controles de peso molecular
seran elegidos dependiendo del tipo de ADN vy del
tamafio que se quiere analizar. Cuando se
desconozca el tamafio de los pesos moleculares
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objeto de estudio, sera conveniente correr un gel
inicial para aproximar el tamafio de los fragmentos o
plasmidos a estudiar y por tanto los controles y las
condiciones mas adecuadas a utilizar.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
Dada la ausencia de criterios de interpretacion, es
importante tener en cuenta los siguientes aspectos:

» La digestion enzimatica de plasmidos y el
posterior analisis de los patrones de bandas
obtenidos no resultan necesarios para
plasmidos de muy diferente peso molecular.
Tampoco es necesario analizar todos los
plasmidos de igual peso molecular en una
situacion de brote epidémico.

» La presencia de diferentes formas plasmidicas
en una preparacion puede dificultar la
identificacién de sus correspondientes bandas.
Las formas OC suelen ser muy frecuentes en
preparaciones almacenadas durante largo
tiempo y en plasmidos de alto peso molecular.
En numerosas ocasiones es dificil establecer si
una banda corresponde a una forma CCC o
OC, lo cual puede complicarse al comparar
preparaciones de plasmidos diferentes.
Idealmente, se recomienda analizar
preparaciones preparadas al mismo tiempo y en
las mismas condiciones.

* ldénticos elementos de transmision horizontal
como transposones o integrones localizados en
diferentes plasmidos pueden generar
fragmentos de similar peso molecular siendo en
estos casos dificil decidir si los plasmidos estan
0 no relacionados. Por ello es importante
considerar siempre la posibilidad de que existan

genes en otros elementos “epidémicos” de ADN
extracromosémico.

 La hibridacion cruzada de un plasmido con otro
se ha utlizado para determinar la identidad
entre los mismos. Este analisis ha de ser
interpretado con precaucion ya que una
hibridacién positiva en fragmentos de alto peso
molecular puede deberse a una homologia en
regiones mucho mas pequefias contenidas en
los mismos. Para evitar interpretaciones
erréneas, es conveniente obtener patrones de
un gran nimero de bandas.
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ANEXO 1. COMPOSICION DE SOLUCIONES Y REACTIVOS

Todas las soluciones que se exponen a continuacion deben ser autoclavadas antes de ser utilizadas.

1.

10.

11.

12.

13.

Medio de Luria Bertani (LB)
Para 1 L: Disolver 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl y ajustar a 1 L con
agua destilada.

Buffer de suspensioén :
50 mM Tris-HCI (pH 8), 1IimM EDTA pH=8,0

Solucién de lisis (Método de Kado y Liu):
3% SDS, 50mM Tris (pH =12,6).
Para 100 mL: 3 g SDS + 0,605 g Tris + 98,4 mL de H,O. Afadir 1,6 mL de 2 N NaOH. No es
necesario ajustar el pH utilizando estos componentes. Esta solucién debe ser siempre preparada
en el momento.

Fenol: cloroformo: alcohol isoamilico: (1:2:1)
Para 100 mL: 50 g de cristales de fenol, 48mL de cloroformo, 2 mL de alcohol isoamilico, 10mL de
TE (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA, pH =8,0). Almacenar en botella topacio a 4°C.

Ribonucleasa (RNAsa-A, Sigma Aldrich Cat# 5503).
Preparar una solucion stock de 10mg/mL en agua destilada hirviendo durante 15 min para eliminar
cualquier resto de actividad DNAsa. Dejar enfriar a temperatura ambiente, alicuotar y congelar.

Bromuro de etidio. 5 mg/mL stock
Almacenar en frascos color topacio, o frascos cubiertos con papel de aluminio para evitar la
fotoinactivacion
Diluir a 1 pg/mL para tefiir los geles. Una solucion de trabajo se prepara con 100 pL de solucién
stock en 500 mL de agua destilada.
Atencion: las soluciones de BrEt han de manejarse con precaucién ya que es un potente agente
mutageno. Siempre han de ser utilizadas con guantes. El BrEt ha de inactivarse antes de
desecharse.

Buffer de electroforesis: (TBE concentracién 10x):
890 mM Tris, 890 mM Acido borico, 20 mM EDTA pH= 8
Para 1 L:108 g Tris base, 55 g acido bérico y 40 ml EDTA 0,5 M pH= 8. Autoclavar en alicuotas
de500mLO61L.

Buffer de carga: 0,25% de azul de bromofenol en 60% de sacarosa.

Solucién 1.
Para Gramnegativos: 25 mM Tris (pH = 8), 50 mM glucosa, 1 mM EDTA, 5 mg/mL lisozima
Para Gram positivos: 10 mM Tris (pH = 8), 1 mM EDTA suplementado de 25% (peso/volumen)
sacarosay 10 mg/mL de lisozima.

Solucién Il (solucién de lisis)
1 % SDS, 0,2 NaOH (preparada en el momento de un stock 10N)

Solucién Il (solucion de precipitacién)
5 M acetato potasico (60 mL), acido acético glacial (11,5 mL) y agua destilada (28,5 mL). La
solucion es 5 M respecto al acetato y 3 M respecto al potasio.

TE: 10 mM Tris-HCI (pH= 8), 1mM EDTA (pH= 8)
Para 1 L: 10 ml Tris 1M (pH 7,5), 2 ml EDTA 0,5M (pH= 8,0), 988 ml agua bidestilada.
Autoclavar en alicuotas de 500 ml 6 1 L
Controles de peso molecular
Para ADN lineal :
e Marcador Il (Roche): para fragmentos entre 0,2 and 23,1 kb (mezcla de 8 fragmentos: 125, 564, 2027,
2322, 4361, 6557, 9416, y 23130 bp)
» Marcador X (Roche): para fragmentos entre 0,07 y 12 kb (mezcla de fragmentos de 1018 bp y sus
multimeros)
Para ADN cerrado covalentemente (analisis de plasmidos sin digerir):
» Supercoiled ladder (Gibco BRL) para ADN supercoiled de tamafio molecular entre 2 y 16 kbp.
» Plasmidos de tamafio molecular conocido. Los dos controles mas utilizados son cepas de Escherichia
coli que contienen distintos plasmidos: E. coli NCTC 50192 (cuatro plasmidos de 7, 36,2, 63,8 y 148,5
kb, respectivamente) y E. coli V517 (ocho plasmidos de peso molecular comprendido entre 2,1 y 54,2
kb). Estas cepas estan disponibles en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (http://Mmww.cect.org).
Las cepas con plasmidos de peso molecular conocido pueden obtenerse a través del Plasmid
Reference Laboratory, Department of Microbiology de la Universidad de Standford, Palo Alto,
California (EEUU).
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Describir la metodologia necesaria para el estudio
epidemiolégico de aislados de Mycobacterium
tuberculosis mediante deteccién del polimorfismo de
restriccion asociado a la secuencia de insercién
1S6110.

2. FUNDAMENTO

El estudio del polimorfismo genético asociado a la
secuencia de insercion 1S6110 tiene como objeto
reconocer la relacion entre aislados de M.
tuberculosis vinculados epidemiolégicamente (esto
es que forman parte de una cadena de transmisién
reciente) y, a la vez, diferenciar aislados no
relacionados. Mediante esta técnica determinamos el
namero de copias de 1S6110 presentes en el
genoma de las cepas de M. tuberculosis a estudiar, e
indirectamente, el contexto genético en el que se
encuentran estos elementos. La 1S6110 contiene un
lugar de restriccion para el enzima Pvull en su
secuencia, y se utiliza éste para la digestién del ADN
cromosémico de M. tuberculosis como paso previo a
la hibridacién con una sonda complementaria de
IS6110. De forma general, el presente procedimiento
consta de las siguientes fases: 1) extraccion del ADN
cromésomico de M. tuberculosis, 2) restriccion del
ADN con el enzima Pvull, 3) separacién de los
fragmentos mediante electroforesis, 4) transferencia
de los fragmentos de restriccion a un soporte solido
(membrana) mediante Southern blot, 5) hibridacion
de la membrana con una sonda complementaria del
IS6110 y 6) revelado por autoradiografia.

Mediante este procedimiento se consigue un patron
de bandas caracteristico de cada cepa de M.
tuberculosis (polimorfismo asociado a la 1IS6110) que
permite la comparacion facil entre aislados.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Manuales de funcionamiento especificos de los
aparatos utilizados en este procedimiento

- Bibliografia correspondiente de cada técnica

- Manual de Seguridad en el Laboratorio de
Microbiologia

4. MUESTRAS

Cultivos bacterianos en cultivo puro, aislados en
medio de Lowenstein-Jensen.

(Normalmente, esta técnica se aplica a una serie de
aislados —dos o mas- entre los que se pretende
estudiar su relacion genética).

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
PRODUCTOS

-Medio de Lowenstein-Jensen
-Trizma base

-Acido bérico

-EDTA

-Lisozima

-SDS

-Proteinasa K

-NaCl

-CIHH

-NaOH

-Nay,HPO,

-Citrato sédico

-Glicerol al 50%

-CTAB (N-cetil-N,N,N-trimetil bromuro de amonio)

-Solucion de cloroformo/alcohol isoamilico 24:1

- Etanol 70%

-Bromuro de etidio

-Reactivos de hibridacion: sistema ECL Direct
System, (Amersham Biosciences)

-Agarosa para geles

- Cepa control Mt14323

-Control de peso molecular (lambda-Hindlll,
PhiX174-Haelll, Supercoiled DNA ladder-Pvull)

-Enzima de restriccion Pvull

-Enzima de restriccion Alul

-Revelador fotografico Agfa

-Fijador fotografico Agfa

La composicion de los reactivos y soluciones de

trabajo se especifica en el Anexo 1.

6. APARATOS Y MATERIAL
6.1. APARATOS

Céntrifuga para tubos eppendorf.

Termociclador

Cubeta de electroforesis

Fuente de electroforesis

Transiluminador

Unidad de transferencia

Bomba de vacio para transferencia de geles

Tubos de hibridacion

Horno de hibridacion

Digitalizacién de geles:

Cémara de video
Programa Biolmage Whole Band Analyzer

6.2. OTRO MATERIAL

- Asas bacteriolégicas.

- Pipetas de volumen variable

- Puntas pipeta estériles

- Cassete fotografico (Hypercassete RPN-3643,
Amersham)

- Pelicula fotografica (Hyperfilm ECL, Amersham)

- Tubos estériles tipo eppendorf de 1,5 ml

- Cabina de Bioseguridad tipo IIA

7. PROCEDIMIENTO

7.1. OBTENCION DEL ADN GENOMICO DE M.
TUBERCULOSIS

1. Inocular la cepa de M. tuberculosis en medio
Lowenstein-Jensen e incubar a 37°C hasta obtener
un crecimiento claramente visible.

2. Transferir como minimo una asa de cultivo a un
tubo que contenga 400 ul de TE 1x

3. Inactivar las células 20 minutos a 80°C y enfriar
a temperatura ambiente.

4. Adicionar 50 pl de lisozima 10mg/ml, mezclar
con vortex e incubar como minimo una hora a 37°C
(mejor toda la noche)

5. Adicionar 70 ul de SDS/ 5ul proteinasa K 10%
(precalentar la proteinasa K a 65°C), mezclar e
incubar 10 minutos a 65°C

6. Adicionar 100 pl de NaCl 5M, mezclar
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7. Adicionar 100 pl de solucion CTAB/NaCl 5M

(calentar previamente a 65°C), mezclar hasta

obtener una solucién “lechosa” e incubar 10 minutos

a 65°C

8. Adicionar 750 I de cloroformo/alcohol

isoamilico, mezclar un minuto y centrifugar a

temperatura ambiente 5 minutos a 12.000 rpm

9. Transferir la fase acuosa (sobrenadante) a un

tubo nuevo

10. Adicionar 0,6 volumenes de isopropanol para

precipitar los acidos nucleicos. Mezclar por inversion

3 04 veces

11. Congelar 30 min a -20°C (mejor toda la noche)

12. Centrifugar 15 minutos a temperatura ambiente a

12.000 rpm

13. Descartar el sobrenadante (el pellet ha de

quedar aproximadamente en 20pl)

14. Adicionar 1ml de etanol al 70% (conservado a -

20°C). Mezclar por inversion 4 o 5 veces

15. Centrifugar 5 minutos a 12.000 r.p.m. Descartar

todo el sobrenadante, quedando Unicamente el pellet

(sin restos de etanol)

16. Secar el pellet (a temperatura ambiente, o 30

minutos en estufa a 37°C o 5 minutos en Speed

Concentrator)

17. Disolver de nuevo el pellet con un volumen

conveniente de TE 1X (segun la cantidad de ADN

precipitado) a 37° durante toda la noche. El ADN se
puede guardar a 4°C

Observaciones

- El paso nimero 6 es muy importante ya que a
concentracion de sales inferiores a 0,5 M y a
temperatura ambiente, los acidos nucleicos
precipitan con CTAB.

- El tratamiento con CTAB permite eliminar los
restos de la pared celular, proteinas
desnaturalizadas y polisacaridos que forman
complejos con el CTAB, quedando los acidos
nucleicos en solucion.

- Con cloroformo/alcohol isoamilico los complejos
CTAB - proteina/polisacarido quedan en forma de
una interfase claramente visible después de
centrifugar.

7.2. DIGESTION DEL ADN CROMOSOMICO

5..CAG/CTG... 3’
3..GTC/GAC...5

BssHII

BspMIl  Sstll Pvull Sstil Bam HI

Secuencia

Ano BspMIl

Estimacién de la concentracion de ADN para la
digestion
1. Hacer el blanco con 100 pl de TE 1X
2. Diluir todas las muestras 1:100 con TE 1X (se
necesitan 100pl)
3. Leer la absorbancia a 260 nm. La concentracion
de ADN se calcula con la siguiente formula:
Concentracion ADN (upg/ml) = [absorbancia

muestra — absorbancia blanco] x 50
4. Calcular el volumen correspondiente a 4,5 ug de
ADN para digerir con la enzima de restriccion, segun
la siguiente férmula:

4500 / concentracion ADN (ng/ml) = ul ADN para
la digestion
Digestién del ADN cromosOmico
La enzima utlizada para la digestion del ADN es
Pvull que reconoce la secuencia siguiente que solo
se encuentra representada una vez dentro de la
1S6110
1. Digerir 4,5ug de ADN de cada una de las
muestras y de la cepa control Mt14323 con Pvull en
una volumen final de 20pl.

X ul ADN + 2 pl tampoén 10X + Y pl agua destilada
+ 1,0 pl Pvull (15U/ul) =20ul
El volumen de enzima adicionado nunca ha de ser
superior al 10% del volumen final (el glicerol utilizado
para la conservacién del enzima puede alterar la
reaccion).
1. Incubar como minimo 1 hora a 37°C.
2. Realizar un gel de comprobacion para calcular
por intensidad la cantidad de ADN a cargar en la
electroforesis.

7.3. SEPARACION DE LOS FRAGMENTOS DE
ADN POR ELECTROFORESIS

Procedimiento

1. Preparar una solucién de agarosa al 0,8% en
tampo6n TBE 0,5X (150ml para un gel de 16x20 cm).
Disolver la agarosa en el microondas y dejar enfriar
en un bafio a 65°C

2. Adicionar bromuro de etidio a una concentracién
final de 0,5ug/ml

3. Dejar solidificar en el soporte adecuado

4I I I I I

Ii > 16110

1S6110
1

SondalS

1355
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4. Colocar en una cubeta de electroforesis con
tampon TBE 0,5X
5. Adicionar 5 pul de [tampén muestra 5X +
marcadores internos] a los 20 pl de muestra,
guedando a una concentracion final de tampén
muestra 1X
6. Cargar en el primer pocillo, 5 ul de [fago lambda
digerido con Hindlll + tampdn muestra].
7. En el segundo pocillo cargar el volumen
correspondiente a ~ 2uug de ADN digerido de la cepa
Mt14323
8. A partir del tercero y hasta el carril final, cargar el
volumen correspondiente a ~ 2 pug de ADN de cada
una de las muestras las cuales contienen los
marcadores internos
9. Iniciar la electroforesis a 100 V los primeros 10
minutos y pasar después a ~ 25 V durante toda la
noche (la resolucion en la separacion de los
fragmentos disminuye a medida que se aumenta el
voltaje)
10. Controlar la migracion mediante luz ultravioleta
[Transiluminador UVP].
Para homogenizar todos los geles, es conveniente
que la banda de 2 kb del Fago lambda-HindIll quede
a una distancia aproximada de 7 cm del pocillo
Marcadores Moleculares
Fago lambda-Hind 111
Las bandas obtenidas del fago A, una vez digerido
con Hind Ill, sirven para monitorizar la migracion del
ADN durante la electroforesis. Se prepara como
sigue:

- 30ul fago A (0,25ug/pl) + 3ul Hind I (15U/ul) +
4pul tampodn de 10X + 3pl agua

- Incubar al menos 2 horas a 37°C
Tampon de muestra 5X mas marcadores internos:
Los marcadores internos de pesos moleculares son
una mezcla de supercoiled DNA ladder-Pvull +
PhiX174-Haelll [Gibco BRL]. Al afiadirlo a cada una
de las muestras, hay una migraciéon conjunta del
ADN problema y de estos marcadores, se pueden
visualizar al rehibridar la membrana por segunda vez
con supercoiled DNA ladder + PhiX174-Hae 1ll como

sonda. Ello permite el célculo preciso de peso
molecular de cada una de las bandas y constituye un
punto critico para el andlisis posterior de los patrones
de bandas mediante software especifico. Este
tampon se prepara de la siguiente forma:
Precipitar el ADN durante toda la noche a
-20°C
50pl supercoiled ADN (200 ng/ul)
150l TE 1X
25 ul NaCl 5M
500 pl de etanol absoluto
Centrifugar a 12.000rpm durante 15 minutos
Secar el pellet y disolver el ADN en 40 pl TE
1X durante 2 horas a 37°C.
Digerir con Pvull e incubar a 37°C al menos
2 horas
40ul ADN supercoiled en TE 1X
5ul tampdén 10X
5ul Pvull
Comprobar el estado del ADN en un gel de
agarosa 0,8%
Mezclar:
7ml tampon muestra 5X
35pl Supercoiled DNA ladder-Pvull 1
ng/ul de la digestion anterior (200ng/pl)
7l PhiX174-Haelll (0,5 ng/pl)
7.4. TRANSFERENCIA DE ADN (SOUTHERN
BLOTTING)
Para facilitar esta transferencia, tanto la exposicion a
la luz UV como el tratamiento con HCIl permiten
romper el ADN en fragmentos pequefios. Con el
tratamiento acido se produce una despurinizacion
parcial de determinados puntos, los cuales
posteriormente, con el tratamiento alcali se romperan
dando lugar a fragmentos méas pequefios (~1kb) que
se transfieren con mucha mas eficacia.
1. Colocar el gel durante 5 minutos sobre luz UV en
el transiluminador
2. Bafar el gel durante 10 minutos en 500ml de
HCI0,25 M

Tabla 1. Pesos moleculares de los fragmentos de los diferentes marcadores.

. . Supercoiled DNA ladder- Mt 14323-Pvull

Lamb?kat;';'”d”' Ph'x%ﬁ')Hae'” Pvull tras hibridacién 1S6110
(kb) (kb)
23.130 1353 16,210 14.4
9.419 1078 14.174 72
6.557 872 12.138 7.0
4371 603 10,098 44
2.322 310 8.066 36
2.028 281/271 7.048 3.0
0.564 234 6.030 23
0.125 104 5012 2.0
118 3.990 1.8
72 2.972 15
2.067 1.4
1.0
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3. Lavar con agua destilada

4. Colocar el gel durante 20 minutos en 500ml de
NaOH 0,4 M

5. Lavar con agua destilada

6. Repetir paso nimero 4.

7. Volver a lavar con agua destilada

8. Colocar una papel 3MM [Whatman] de igual
tamafio que el gel, humedecido con agua destilada
sobre el soporte poroso de la unidad de transferencia
al vacio

9. Poner encima una membrana Hybond N-plus
[Amersham], del mismo tamafio que el gel, también
humedecida con agua destilada

10. Poner a continuaciéon un soporte impermeable
con una ventana que se sobreponga 0,5 cm por
encima de la membrana

11. Colocar el gel y secar el exceso de humedad con
papel

12. Poner 5 pl del tampon marcador en el segundo y
penultimo pocillos

13. Sellar los pocillos y los costados del gel con
agarosa al 1%

14. Cubrir el gel con SSPE 10X

15. Ajustar la bomba de vacio a 60 mB, aplicando el
vacio durante 30 minutos

16. Para la fijacion del ADN a la membrana,
colocarla sobre un papel 3MM mojado por
capilaridad en NaOH 0,4M. Dejarla dos minutos.

17. Lavar la membrana con SSC 5X durante 5
minutos

18. La membrana se puede utilizar directamente
para la hibridacibn o conservarla envuelta con
plastico a 4°C.

19. Para comprobar si la transferencia del ADN ha
estado completa, se puede tefiir el gel de agarosa en
una solucién de TBE 0,5X con 0,5ug/ml de bromuro
de etidio. Si la transferencia ha sido correcta, no se
observara ADN bajo luz ultravioleta

7.5. OBTENCION DE SONDA 1S6110 POR PCR
Preparar la mezcla de amplificacion:

Tampoén 10X 5ul
MgCl, (25mM) 5ul
Iniciador INS-1 (50ng/ul) 5 pl
Iniciador INS-2 (50ng/ul) 5l

DNTPs (10mM; 2,5mM cada uno) 4 ul

Taq Expand [Roche] (3,5U/ul) 0,36 pl

Agua 21,64 ul
Afadir 25 pl de ADN aislado de Mt14323 (12 ng/ul),
obteniéndose un volumen final de reaccién de 50ul
Programar el termociclador de la siguiente manera:

Desnaturalizacion total del ADN  3min 96°C

Desnaturalizacion 1min 96°C
25 ciclos Hibridacion 1min 65°C
Polimerizacién 2min 72°C
Extension final 6min 72°C
Conservacion 4°C

La primera etapa asegura una desnaturalizacion total
del ADN. La ultima etapa de extension asegura que

todos los fragmentos de ADN estan en forma de
cadena doble.

Comprobar los productos de PCR en un gel de
agarosa al 0,8% (2 ul PCR + 6 ul agua destilada + 2
ul tampén muestra 5X). Se ha de obtener una banda
de 236 pb.

Purificar los productos de PCR mediante columnas
QlAquick PCR Purification kit [Qiagen; lzasa],
siguiendo las instrucciones de la casa comercial.
Determinar la concentracion mediante
espectofotometro [Gene Quant, Pharmacia] en una
dilucién 1:10 de la muestra.

Iniciadores utilizados:

INS-1 5 CGTGAGGGCATCGAGGTGGC (desde
631 pb hasta 650 pb)

INS-2 5 GCGTAGGCGTCGGTGACAAA (desde
856 pb hasta 875 pb)

7.6. HIBRIDACION CON SONDA
COMPLEMENTARIA AL 1S6110 Y DETECCION.
Para la hibridacién y deteccién se utiliza el kit ECL™
Direct System [Amersham] basado en el marcaje de
la sonda con peroxidasa y la deteccibn por
guimioluminiscencia. Este marcaje se consigue
desnaturalizando completamente la sonda vy
obteniendo por tanto cadenas sencillas de ADN
cargadas negativamente. La enzima peroxidasa,
formando complejo con un polimero cargado
positivamente, se une al ADN por atraccion de
cargas primero Yy, posteriormente, de forma
covalente mediante gluteraldehido. Esta sonda
marcada se une especificamente durante la
hibridacién a los fragmentos de ADN homélogos fijos
en la membrana. Durante el proceso de deteccion, la
peroxidasa cataliza la oxidacién del luminol que, en
presencia de un elemento quimico intensificador,
emite luz que se puede detectar mediante de una
pelicula radiografica.

Marcaje de la sonda

1. Diluir la sonda con agua destilada hasta una
concentracién de 10 ng/ul. Para una membrana de
320 cm? (gel de 16 x 20 cm) se necesitan (200 ng de
sonda. La cantidad minima a marcar sera de 200
ng/20 pl.

2. Hervir la sonda durante 5 minutos y colocarla
rapidamente en hielo durante 5 minutos

3. Adicionar el mismo volumen de ADN labelling
reagent

4. Adicionar el mismo volumen de gluteraldehido

5. Centrifugar pocos segundos a 12.000 x g e
incubar 10 minutos a 37°C

Hibridacién y deteccién

1. Colocar la membrana enrollada dentro de un
tubo de hibridacién (evitar la formacién de burbujas
de aire entre el tubo y la membrana ya que dificulta
el contacto de la sonda con la membrana)

2. Para la prehibridacién, adicionar 15 ml de
tampoén de hibridacion e incubar a 42°C un minimo
de 20 minutos en un horno de hibridacion a 6 rpm
(es aconsejable 1 h)
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3. Para la hibridaciéon adicionar la sonda marcada
al tampén de hibridacién (se recomiendan 20ng/ml
de tampén de hibridacion). Para evitar el contacto
directo de la sonda concentrada con determinadas
regiones de la membrana, es mejor hacer la mezcla
de la sonda y el tampén en un recipiente aparte

4. Incubar toda la noche a 42°C un horno de
hibridacién a 6 rpm (a temperaturas mas elevadas se
inactiva la peroxidasa)

5. Descartar el tampon de hibridacion y hacer dos
lavados de 20 minutos cada uno con el tampo6n de
lavado 1 en el horno de hibridacién a 42°C

6. Sacar la membrana del tubo y colocarla en una
bandeja con 500 ml de tampén de lavado 2. Lavar
durante 5 minutos con agitacion y eliminar el liquido
7. Repetir el procedimiento anterior

En una habitacién oscura (solo con luz roja)

8. Mezclar 12 ml de ECL detection reagent 1 con
12ml de ECL detection reagent 2

9. En una bandeja del tamafio de la membrana
bafar esta membrana exactamente un minuto

10. Colocar la membrana en un cassette
[Hypercassete RPN-3646, Amersham]. Poner
delante de ella un elemento que permita el paso de
la luz (como por ejemplo un plastico de
transparencia) e impida el contacto directo con la
pelicula fotografica

11. Poner la pelicula fotografica [Hyperfilm ECL,
Amersham] y cerrar el cassette

12. Después de unos 30 o 40 minutos revelar la
pelicula

- Sumergir la pelicula en liquido de revelado hasta
observar que aparecen bandas. Sacar la pelicula y
pasar a la fijacion

- Para fijar se debe sumergir la pelicula en liquido
fijador y dejarla hasta que pierda su color inicial
(blanco) y quede completamente transparente

- Una vez fijada la pelicula proceder a lavar en
una cubeta con agua destilada o SSC 5X, dejar
secar y guardar. En funcién del resultado, colocar
una nueva pelicula el tiempo que se considere
conveniente

7.7. HIBRIDACION CON SONDA
COMPLEMENTARIA A LOS MARCADORES
INTERNOS

Una vez finalizada la deteccion con la sonda 1S6110,
la misma membrana se utiliza para repetir los
procesos de hibridacion y deteccion descritos
anteriormente, pero, utilizando como sonda una
mezcla de los marcadores internos. Esto da como
resultado la obtencion de una segunda pelicula
fotogréfica con los fragmentos correspondientes a
este marcador, la cual se puede sobreponer a la
obtenida con la IS6110 gracias a los marcadores de
pocillos (se observan en las dos peliculas). Es un
paso imprescindible para poder comparar los
patrones mediante un software especifico
Preparacion de la sonda

8 pl PhiX174-Hae Il (0,5 pg/pl)

17l Supercoiled DNA ladder (200 ng/pl)

475 pl agua destilada

Adicionar 20 pl por tubo de hibridaciéon (15 ml de
tampdn de hibridacion)

8. OBTENCION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS

8.1. ANALISIS DE LOS PATRONES DE BANDAS
Se recomienda el uso de un software que permita
calcular los pesos moleculares de las bandas de
cada canal del gel a partir de los marcadores
internos del mismo canal. El software debe permitir
asi mismo comparar los patrones de bandas de las
distintas cepas en funcion de estos pesos
moleculares. Para la comparacion de patrones se
analizara el grado de divergencia existente entre
cada dos patrones mediante el coeficiente de
similitud de Dice (Sp). Todos los coeficientes de
similitud daran lugar a una matriz de similitud que se
representara  graficamente en un dendrograma
mediante el algoritmo unweighted pair group method
of averages (UPGMA)

8.2. INTERPRETACION

Se considera que dos 0 mas patrones forman parte de
una agrupacion o cluster (cadena de transmision
reciente) cuando son idénticos tanto en el numero
como en la posicion de las bandas. Con diferencias de
una o dos bandas los patrones se consideraran muy
relacionados y es conveniente su analisis con un
segundo marcador (como por ejemplo el RFLP
asociado a PGRS) para establecer su grado de
relacion.

9. RESPONSABILIDADES

Los técnicos de laboratorio serdn responsables del
procesamiento de los aislados y de la elaboracién de
la técnica.

El facultativo responsable debera emitir un informe
donde se expresen los resultados de forma clara y
comprensible y debera validar éstos.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

La manipulacién de cultivos de M. tuberculosis se
realizar4 en una cabina de bioseguridad de tipo Il1A
con las medidas de proteccién de barrera adecuadas
(mascarilla, bata y guantes) y en el contexto de un
laboratorio de bioseguridad de tipo 3 con presion
negativa, expulsion del aire al exterior y doble puerta
de entrada.

El bromuro de etidio es considerado un compuesto
mutagénico por contacto. Es necesario trabajar con
esta sustancia en areas designadas especificamente
para ello y deshacerse de las soluciones utilizadas
utilizando lo previsto en el Manual de Seguridad del
Laboratorio o en el documento sobre el manejo de
sustancias téxicas correspondiente.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

El estudio del polimorfismo asociado al 1S6110
solamente tiene validez para analizar
epidemiolégicamente cepas de M. tuberculosis.
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El estudio del polimorfismo asociado al IS6110 no es
discriminativo en las cepas con menos de 6 copias
de esta secuencia. En este caso deberan utilizarse
marcadores alternativos.

En poblaciones con alta incidencia de tuberculosis y
un importante recambio de cepas, el polimorfismo
asociado al 1S6110 tiene capacidad de
discriminacion para detectar las cadenas de
transmision reciente, no obstante, en poblaciones
con baja incidencia de tuberculosis y escaso
recambio de cepas (por ejemplo, areas rurales)
cepas que compartan el mismo RFLP pueden
pertenecer a distintas cadenas de transmision.

Las diferencias entre patrones de una sola banda
pueden ser debidas a microevolucién del marcador
dentro de una cadena de transmisién, por lo que se
recomienda su estudio con un segundo marcador
antes de considerar a estas cepas como
independientes.
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ANEXOS
Anexo 1: Composicion de reactivos y soluciones

1. Tampén 10X TE
100 mM Trizma base [Sigma] / HCL [Panreac], pH= 8,0
10 mM EDTA [Sigmal]
Disolver en agua destilada, autoclavar y conservar a temperatura ambiente menos de un afio
2. Lisozima
10 mg lisozima [Sigma] / ml de agua destilada
Conservar en alicuotas a -20°C menos de un afio
3. SDS 10%
10 g SDS [Sigma] / 100ml de agua destilada.
Si es necesario, disolver a 65°C. No autoclavar. Conservar a temperatura ambiente menos de un afio
4. Proteinasa K
10 mg proteinasa K [Boehringer Mannheim] / ml de agua destilada
Conservar en alicuotas a -20°C menos de un afio
5. SDS/Proteinasa K
Se debe preparar al momento. Cantidad necesaria para una muestra:

5 pl proteinasa K 10 mg/ml (antes de adicionarla ponerla al bafio 65°C durante 2 minutos)

70 pl SDS 10%
6. NaCl 5M
29,22 g NaCl [Sigma]
Completar hasta 100 ml con agua destilada. Autoclavar y conservar a temperatura ambiente menos de un afo.
7. Solucion CTAB/NaCL
Disolver 4,1 g de NaCl en 80 ml de agua destilada, cuando se haya disuelto y mientras se esta agitando adicionar
lentamente 10 g CTAB (N-cetyl-N,N,N-trimethyl ammonium bromide) [Merck]. Si es necesario calentar a 65°C.
Ajustar el volumen a 100 ml con agua destilada. Conservar a temperatura menos de 6 meses.
8. Cloroformo / alcohol isoamilico 24:1
Mezclar 24 volimenes de cloroformo [Merck] con un volumen de alcohol isoamilico [Sigma]. Conservar a
temperatura ambiente menos de un afio.
9. Etanol 70%
Mezclar 7 voliumenes de etanol [Merck] con 3 volimenes de agua destilada. Conservar a temperatura ambiente
menos de un afio.
10. Tampo6n muestra 5X:

50% glicerol (v/v) [Merck] 50mi
50 mM Trizma base/HCI pH 7.5 5ml 1M Trizma/HCI pH 7.5
5 mM EDTA 5ml 100mM EDTA

0.05% Azul de bromofenol [LKB] 0.05g
11. Fag Lambda-Hind IIl + tampdn muestra:

Fag Lambda-Hind IlI 40 pL
TE 1X 120 pL
Tampodn muestra 5X 40uL

Conservar a 4°C menos de un afio

12. TBE 1X (Tampon Tris-borato-EDTA) pH 8,2

89 mM Trizma base

89 mM &cido bdérico [Sigma]

2,5 mM EDTA

Autoclavar y conservar a temperatura ambiente menos de un afio.

13. Bromuro de Etidio 500 pg/ml

Disolver 50 mg de bromuro de etidio [Sigma] en 100 ml de agua destilada. Conservar a 4°C en una botella oscura
(proteger de la luz) menos de un afo.

14. HCI 1M

Adicionar 85,5 ml de HCI concentrado (37% p.a) a 914,6 ml de agua destilada. Conservar a temperatura ambiente.
15. NaOH 4M

Disolver 160g de NaOH [Panreac] en 800ml| de agua destilada. Ajustar el volumen final a 1000 mL. Conservar a
temperatura ambiente menos de 3 meses.

16. Tampdn marcador de pocillos

35ul de ADN cromosémico de M. tuberculosis (1 pg/ng)

5 ul de NaOH 4M

10ul (tampén muestra 5X mas marcadores internos)

Conservar a 4°C
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17. SSPE 10X
Na2HPO4 * 7TH20 [Merck] 26,81 g/L
NaCl 1,8 M 105,12 g/L
EDTA 10 mM 3,7 g/L
Ajustar pH a 7,4, autoclavar. Conservar a temperatura ambiente menos de un afo.
18. SSC 20X
NaCl 3 M 175,3 g/L
Na-citrato 0,3M [Amresco] 88,2 g/L

Ajustar el pH a 7,0 con NaOH 5 M, autoclavar. Conservar a temperatura ambiente.
19. Tampén Hibridacién (kit ECL Direct System, Amersham) (500ml)
Adicionar 14,6 g de NaCl para obtener una concentracion final de 0,5 M. Una vez disuelto, afiadir muy lentamente
25 g del agente bloqueante. Para facilitar la disolucién se puede calentar a 42°C. Conservar en alicuotas de 15ml
a -20°C.
20. Tampén de lavado 1
360g Urea [sigma]
49 SDS
25ml SSC 20X
Ajustar a 1000 ml con agua destilada. No autoclavar (preparar justo antes de utilizar)
21. Tampén de lavado 2
Mezclar 100 ml de SSC 20X con 900 ml de agua destilada.

22. SSC 20X
NaCl 3M 175,3 g/L
Na-citrato 0,3M 88,2 g/L

Ajustar el pH a 7,0 con NaoH. Conservar a temperatura ambiente menos de un afio
23. Revelador [Agfa]

Diluir 1:10 con agua destilada. Conservar en una ampolla oscura menos de un mes
24. Fijador [Agfa]

Diluir 1:10 con agua destilada. Conservar en una ampolla oscura menos de un mes
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Describir la metodologia necesaria para el estudio
epidemiolégico de microorganismos mediante
macrorrestriccion del ADN  cromosomico y
electroforesis en campo pulsante (PFGE). Este
procedimiento se describe segln la metodologia del
sistema de PFGE CHEF-DRII (o DRIII) de BioRad.
La utilizacién de otros sistemas de PFGE requeriria
la adaptacién del procedimiento a las normas de
funcionamiento y a los componentes del sistema
correspondiente.

2. FUNDAMENTO
La tipificacion molecular de microorganismos
mediante PFGE tiene como objeto reconocer la
relacién epidemiolégica entre aislados y, por tanto,
derivados recientes de un microorganismo ancestral
comun. A la vez debe diferenciar aislados no
relacionados, independientemente, de que
pertenezcan a la misma especie microbiolégica o
taxén. Mediante esta técnica separamos fragmentos
de ADN cromosoémicos de elevado tamafio mediante
una técnica especial de electroforesis, en la que se
aplican campos eléctricos de incidencia pulsante.
Este procedimiento consta de varias fases:
1.Extraccion del ADN cromosémico bacteriano.
2.Restriccion del ADN, utilizando enzimas de
restriccién de baja frecuencia de corte.
3.Separacion de los fragmentos obtenidos mediante
PFGE.
Mediante este procedimiento se consigue dividir el
cromosoma bacteriano en patrones sencillos (de 10-
20 bandas), lo cual facilita la comparaciéon de unos
aislados con otros, permitiendo establecer grados de
similitud genética entre las bacterias estudiadas.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Manual de funcionamiento correspondiente al
sistema de PFGE

Bibliografia correspondiente de cada técnica
Manual de Seguridad. Laboratorio de Microbiologia

4. MUESTRAS

« Cultivos bacterianos en cultivo puro, aislados en
placas de agar sangre.

(Normalmente, esta técnica se aplica a una serie de
aislados —dos o mas- entre los que se pretende
estudiar su relacién genética).

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y

PRODUCTOS

(La composicion de los tampones empleados en este

procedimiento figura en los anexos 1y 2)

 Placas de Agar sangre

« Agarosa para geles y agarosa de bajo punto de
fusioén

« EDTA

* Acido borico

 Cloruro sodico

» Deoxicolato sddico

» Sarcosyl

e Tris

* Brij-58

» Lisozima

 Lisoestafina

» Mutanolisina

» Proteinasa-K

« RNAsa-A

» Enzimas de restriccion (Anexo 3)
* Bromuro de etidio

» Controles de peso molecular para PFGE

6. APARATOS Y MATERIAL

6.1. APARATOS

* Equipo CHEF-DRIIl (o similar) compuesto de:
controlador de pulsos, cubeta de electroforesis,
sistema de refrigeracion y bomba de recirculacién
de tampén

» Elementos para la confeccion de geles de agarosa:
molde, bandejas y peines

 Agitador orbital

+ Bafio maria

» Camara fotografica, transiluminador luz UV

» Centrifuga de sobremesa

* Vortex

» Espectofotémetro y cubetas desechables de 1,5 ml

» Calentador/Agitador

e Termobloque

6.2. OTRO MATERIAL

 Asas bacteriologicas

 Pipetas de volumen variable

e Puntas pipeta estériles

* Moldes para la solidificacion de bloques de
agarosa (suministrados por BioRad o similares)

e Tubos estériles tipo eppendorf de 1,5 ml

» Tubos de plastico desechables estériles de 4-6 ml

7. PROCEDIMIENTO

7.1. EXTRACCION DEL ADN CROMOSOMICO

Determinar el indculo del microorganismo

* Hacer una lista de trabajo asignando numeros
correlativos a cada una de las cepas a estudiar

* Rotular tubos eppendorf de 1,5 ml con los nimeros
de cepa asignados y dispensar 500 pl del tamp6n
PIV (Anexo 1) en cada tubo eppendorf

» Afadir, aproximadamente, una asa blanca del
cultivo y homogeneizar mediante el vortex

» Centrifugar 3 minutos en la microcentrifuga de
sobremesa a 13.000 rpm

 Eliminar el sobrenadante, primero por decantacion,
luego con punta amarilla. Dejar el pellet lo mas
seco posible
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Resuspender el pellet en 200yl de PIV, * Finalizados los lavados los discos se conservan en
cuidadosamente, utilizando puntas amarillas TE a4°C

(suspension de trabajo)

Preparar las cubetas del espectofotometro con 1
ml de PIV, rotular y afiadir 5 ul de la suspensién de
trabajo obtenida en el punto anterior

Medir la densidad oOptica (ODgy) en el
espectofotobmetro y calcular el volumen de PIV
necesario para la dilucion, de acuerdo con la
siguiente ecuacién: Volg; = (ODgyo x 40 x 210) — 210
Afiadir el volumen de PIV necesario para la
dilucion a la suspension de trabajo (suspension de
trabajo diluida)

Preparar moldes de agarosa

Mantener una solucién de agarosa de bajo punto
de fusién al 1,5% fundida, con la ayuda de un bafio
maria adecuado (>40°C)

En nuevos tubos eppendorf, convenientemente
rotulados, mezclar 100ul de la solucién de trabajo
diluida y 100ul de la solucién de agarosa fundida.
Vortear, evitando que se enfrie en exceso

Rellenar los moldes para la solidificacién de la
mezcla (sirven los suministrados por BioRad, u
otros similares)

Conservar 5 m a -20°C y, como minimo, 10 m a
temperatura ambiente

Lisis

Preparar tantos ml de tampén de lisis (ST) como
microorganismos se estén analizando. Para
obtener la solucién de lisis, al ST deben afiadirse
determinados enzimas (ver Anexo 2) en funcién de
la especie bacteriana a estudiar. En tubos de
plastico estériles desechables, convenientemente
rotulados, dispensar 1 ml de dicha solucion.

Una vez transcurridos, como minimo, 10 m a
temperatura ambiente, los blogques de agarosa se
habran solidificado. Empujarlos cuidadosamente
(con la ayuda de un asa de cultivo o de la pestafa
especifica para ello, en caso de utilizar los moldes
de BioRad) hasta introducirlos en el
correspondiente tubo estéril de plastico que
contiene 1 ml de la solucion de lisis. Todos los
bloques obtenidos del mismo microorganismo
deben depositarse en el mismo tubo

Incubar a 37°C durante 5 horas

Tratamiento con proteinasa-K

Decantar la solucion de lisis y sustituirla por 1 ml
de una solucién (ES) de proteinasa-K (1 mg/ml)
recién preparada

Incubar 18 h (hasta el dia siguiente) a 50°C

Lavados

Decantar la solucién de proteinasa-K y sustituirla,
llenando completamente el tubo, por tampén TE.
Disponer los tubos horizontalmente en un agitador
orbital y mantenerlos en agitaciéon suave durante
30-45 m. Al cabo de este tiempo, decantar el TE y
sustituirlo por uno nuevo repitiendo el proceso. Es
necesario repetir este proceso durante 4 6 5 veces

7.2. DIGESTION DEL ADN CON ENZIMAS DE
RESTRICCION

Seleccionar los bloques de las cepas a estudiar y
hacer una lista de trabajo asignando numeros
correlativos a cada una de las cepas

Numerar correlativamente tubos eppendorf de 1,5
ml con los nimeros de cepa asignados y depositar
en su interior una porcién de un tamafio similar de
cada uno de los bloques (para ello depositar cada
blogue en una placa de Petri vacia y seccionarlos
utiizando el borde de un cubreobjetos; para
transferirlos a los tubos correspondientes se
pueden utilizar asas bacteriolégicas azules)
Preparar la solucién de restriccién. Esta reaccién
se llevard a cabo en un volumen de 40ul del
tampén de restriccion (1x) especifico de cada
enzima, al que se le afiadird el enzima de
restriccion y albumina bovina sérica (BSA) si la
reaccion lo precisa. Para la preparacion de la
solucion de restriccion consultar en el Anexo 3 cul
es el enzima de restriccibn mas adecuado para el
microorganismo en estudio, asi como: i) cuantas
unidades por reaccion son necesarias; ii) la
necesidad de afiadir albimina bovina sérica (BSA)
y iii) la temperatura de incubacién

Afiadir 40pul de la solucion de restriccion en cada
uno de los tubos eppendorf conteniendo el disco
correspondiente, asegurandose de que el disco
gueda inmerso en la solucion

Incubar a la temperatura adecuada (Anexo 3)
durante 18 horas, en un termobloque.

7.3. ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSANTE
(PFGE)
Preparacion del gel de agarosa al 1%

Preparar un gel de agarosa normal al 1% en
0,5XTBE. Mezclando los siguientes componentes e
hirviendo durante 5-10 m.

Volumen final | Agarosa | 10xTBE | Agua bidestilada
100 ml (16 1g 5ml 95 ml
pocillos)
150 ml (30 15¢g 7,5 ml 142,5 mi
pocillos)

Dejar enfriar la solucién en agitacién durante 30 m

Preparar el molde de ECP de BioRad (u otro
similar, en funcién del sistema que se utilize),
encajando la bandeja en el soporte. Seleccionar el
peine correspondiente —16 6 30 pocillos- y colocar
consecutivamente en cada uno de los dientes el
bloque correspondiente, siguiendo el orden
establecido al inicio del proceso de restricciéon. Es
recomendable la colocacion en los extremos de
sendos controles de peso molecular. Colocar el
peine ya cargado con los discos en las ranuras del
molde de PFGE
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« Verter cuidadosamente la agarosa, evitando que
ésta arrastre alguno de los bloques, y esperar 30
m hasta que la agarosa solidifique.

Colocacion en el sistema CHEF-DRIII

 Preparar 2 L de tampon de electroforesis 0,5xTBE
(100 ml 10xTBE en 1900 ml de agua bidestilada) y
verter en la cubeta de electroforesis.

» Poner en marcha el sistema de acuerdo a los
siguientes parametros:

e Controlador de pulsos, sus condiciones se
programaran de acuerdo con el anexo 3, a
excepcion de: voltaje (voltios/cm) que siempre se
mantiene en 6,00 y angulo (included angle) que se
mantiene en 120°.

e Bomba de recirculacion del tampén de
electroforesis (boton naranja). Debe programarse a
una velocidad aproximada de 1L /m (posicion 70,
en el regulador de la velocidad).

 Refrigerador, cuya temperatura debera ajustarse
segun el ciclo de PFGE (Anexo 3).

e Desmontar el molde que contiene el gel y
depositarlo, sujeto a la bandeja, en la cubeta de
PFGE. Comprobar que la cubeta contiene el marco
adecuado para la bandeja, ajustar ésta en el
espacio correspondiente y cerrar la tapa de la
cubeta.

« Conectar los electrodos y poner en marcha el
sistema (tecla “Start run” del controlador de
pulsos).

Extraccion del gel y tincién

* Una vez finalizados los ciclos del PFGE en la
pantalla del controlador aparece el mensaje “Off".
Abrir la tapa de la cubeta y extraer el gel sujeto a la
bandeja.

e La cubeta debe vaciarse del tampén de
electroforesis, utilizando el conector designado
para ello, y lavarse con agua bidestilada, si no se
va a volver a utilizar inmediatamente.

« Desprender el gel de la bandeja y sumergirlo en
una solucion de bromuro de etidio durante 30 m, a
temperatura ambiente.

* Visualizar el gel en el transiluminador de Iluz
ultravioleta y fotografiarlo.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS

La lectura e interpretacion de los resultados se hara
sobre la foto tomada del gel. Esta técnica se aplica
para comparar la similitud genética de una serie de
aislados (dos o mas), por tanto, para interpretar los
patrones de bandas obtenidos debe compararse
cada aislado con todos los demas de la serie. En
general, cuando dos microorganismos difieran en
mas de tres bandas se le asignharan “genotipos”
propios expresados mediante un ndmero; si la
diferencia estriba en tres o menos bandas, se
consideraran “subtipos” de un precursor comin y
ésto se expresara utilizando subindices numéricos
(ej. genotipo 1., significa “genotipo 1, subtipo 1”) .
Para una revision en detalle de la interpretacion de

esta técnica, se recomienda consultar el articulo de
Tenover et al (Interpreting chromosomal DNA
restriction patterns produce by pulsed-field gel
electrophoresis: criteria for bacterial strain typing. J
Clin Microbiol.1995 33: 2233-2239) asi como el
documento cientifico de este procedimiento.

9. RESPONSABILIDADES

Los técnicos de laboratorio serdn responsables del
procesamiento de los aislados y de la elaboracion de
la técnica.

El facultativo responsable debera emitir un informe
donde se expresen los resultados de forma clara y
comprensible y debera validar éstos.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

El sistema CHEF-DRIII utiliza voltajes y corrientes

elevadas y, por tanto, debe ser manejado con

extremo cuidado mientras estd en funcionamiento.

Se deben mantener las siguientes precauciones:

» Para evitar descargas eléctricas, el sistema debe
funcionar en una zona con superficies secas.

 El sistema contiene cierres de seguridad que no
deben violarse mientras el sistema esta conectado,
asegurarse de desconectarlo de la corriente
eléctrica antes de manipular cualquiera de sus
componentes (cambios de electrodos, de fusibles,
desconexion del circuito de refrigeracion, etc.).

e Cuando se interrumpa una electroforesis, es
preciso que la corriente descienda hasta 0 mA o
aparezca el mensaje OFF antes de abrir la tapa de
la cubeta de electroforesis y manipular su interior.

* Aunque el refrigerador esta aislado 'y
practicamente no circula corriente en el tampén de
electroforesis a su paso por el refrigerador, debe
evitarse desconectar los tubos por los que afluye el
tampon de electroforesis al refrigerador mientras el
sistema esta funcionando.

El bromuro de etidio es considerado un compuesto

mutagénico por contacto. Es necesario trabajar con

esta sustancia en areas designadas especificamente
para ello y deshacerse de las soluciones utilizadas
utilizando lo previsto en el Manual de Seguridad del

Laboratorio o en el documento sobre el manejo de

sustancias téxicas correspondiente.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

e Este procedimiento ha sido redactado para la
utilizacion del sistema de ECP CHEF-DRII (o
DRIIl) de BioRad. La utilizacion de cualquier otro
sistema requeriria la adaptacion del procedimiento
a las normas de funcionamiento y a los
componentes del sistema correspondiente.

* En esta técnica se describe el procesamiento
necesario para el analisis del ADN cromosémico
en bacterias exclusivamente.
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Anexo 1. Composicion de las soluciones tampd6n y enzimas modificantes
ATENCION: Todas las soluciones que se exponen a continuaciéon deben ser autoclavadas antes de ser utilizadas.
1. PIV: 0,01mM Tris-HCI (pH= 8); 1M NacCl
(ParalL mezclar: -10ml Tris 1M pH8
- 200 ml NaCl 5M
- 790 agua bidestilada
Autoclavar en alicuotas de 250 6 500 ml)
2. ST (solucién basica de lisis):
6 mM Tris-HCI (pH= 8); 1 M NaCl; 0.1 M EDTA (pH= 8); 0.2% Desoxicolato sddico; 0.5% Sarcosyl
(Para 100 ml mezclar: - 0,6 ml Tris pH=8
- 20 ml NaCl 5M
-20 EDTA 0,5M pH=8
- 2 ml Desoxicolato sodico 10%
- 5 ml Sarcosil 10%
Autoclavar en alicuotas de 100 6 200 ml)
3. ES (solucién para laincubacidon con proteinasa-K):
0,5 M EDTA (pH=9), 1% Sarcosil
(Para 100 ml mezclar: -90 ml EDTA 0,5M pH 8
- 10 ml Sarcosil 10%
Autoclavar en alicuotas de 100 6 200 ml)
4. TE:
10 mM Tris-HCI (pH= 8), 1ImM EDTA (pH= 8)
(Para 1 L mezclar: -10 ml Tris 1M pH=7,5
-2 ml EDTA 0,5M pH= 8
- 988 ml agua bidestilada
Autoclavar en alicuotas de 500 ml 6 1 L)
5. TBE (10x):
890 mM Tris, 890 mM Acido borico, 20 mM EDTA pH= 8
(Para 1 L mezclar: - 108 gr. Tris base
- 55 g. Acido bérico
-40 ml EDTA 0,5 M pH=8
Autoclavar en alicuotas de 500 ml 6 1 L)

6. preSma:

6 mM Tris pH8, 20 mM KCI, 6 mM MgCL,

(Para 100 ml mezclar: - 0,6 ml Tris pH 8
-2 ml KCIl 1M
- 0,6 ml MgCl,

Autoclavar en alicuotas de 100 6 200 ml)
ATENCION: Inmediatamente antes de su utilizacién afiadir 2-mercaptoetanol hasta alcanzar una concentracién 6
mM (p. ejemplo: para 7,5 ml de preSma afiadir 3,15 pl de 2-mercaptoetanol).
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Anexo 2. Composicion de la solucion de lisis
El volumen de enzimas modificantes a afiadir, por ml de ST, se especifica en la siguiente tabla (la concentracion de
artida de los enzimas modificantes figura bajo la tabla):

ST RNasa Lisozima | Lisoestafina Brij 58
(ml) (10mg/ml) | (50mg/ml) | (10mg/ml) (10%)
Bacilos gramnegativos imi 5ul 2yl - -
E. faecium y E. faecalis
S. pneumoniae 1m| Sl 24l i =0l
Estafilococos 1ml 5ul 2ul 5ul 50ul
S. pyogenes 1ml 5ul 2ul - 50ul
Enterococos resistentes a la
solucién bésica de lisis im| Sul 2ul i 50ul
C. difficile 1ml 5ul 20ul - 50ul
RNasa-A: Solucion de 10 mg/ml en agua bidestilada autoclavada. Debe hervirse durante 5 m antes de
repartir en alicuotas de 600 pl en tubos tipo eppendorf (1,5 ml).
Lisozima: Solucion de 50 mg/ml en agua bidestilada autoclavada. Se reparte en alicuotas de 300 ul en tubos

tipo eppendorf (1,5 ml).

Lisoestafina: Solucién de 10 mg/ml en agua bidestilada autoclavada. Se reparte en alicuotas de 600 pl en tubos
tipo eppendorf (1,5 ml).

Brij-58: Solucién al 10% en agua bidestilada.



Anélisis del ADN cromosémico mediante Fecha:
Servicio de Microbiologia macrorrestriccion: PNT-MMT-03
Tipificacion molecular del ADN cromosémico
Hospital.........ccceeveerennnnen. mediante electroforesis en campo pulsante Edicion N° 01 | P4gina 8 de 8
(PFGE)

Anexo 3. Relaciéon de microorganismos, enzimas de restricciéon, condiciones de restriccion y condiciones de PFGE

MICROORGANISMO RESTRICCION (*) PFGE
Enzima | Unidades/reaccion BSA T2 Pulsos T2 Horas
S. aureus

Estafilococos coagulasa negativa | Smal (*) 10 0,8 Wl (200ug/ml) | 25°C 1-30s 14°C 23h
S. pneumoniae Smal (*) 10 0,8 pl (200pg/ml) | 25°C 1-30s 11°C 23 h
S. pneumoniae Apal 10 0,8 pl (200pg/ml) | 25°C 1-30s 11°C 23 h
E. faecalis Smal (*) 24 0,8 pl (200pg/ml) | 25°C 5-35s 11°C 26 h
E. faecalis Apal 30 - 25°C 0,5-15s 11°C 18 h
E. faecium Small 24 0,8 pl (200pg/ml) | 25°C 0,1-15s 11°C 24 h
E. gallinarum Smal (*) 24 0,8 pl (200pg/ml) | 25°C 0,1-10s 11°C 20 h
S. pyogenes Sfil 30 - 50°C 20-70s 14°C 24h
C. difficile Smal (*) 20 0,8 pl (200pg/ml) | 25°C 1-30s 11°C 23h

E. coli Xbal 40 0,8 pl (200pug/ml) | 37°C 1-30s 14°C 23h

E. aerogenes Xbal 40 0,8 pl (200pg/ml) | 37°C 1-30s 14°C 23 h
K. pneumoniae Xbal 40 0,8 pl (200pg/ml) | 37°C 1-30s 14°C 23 h
S. enteritidis Spel 2,5 0,4 pl (100pg/ml) | 37°C 1-30s 11°C 23 h
S. enteritidis Xbal 40 0,8 pl (200pg/ml) | 37°C 1-30s 11°C 23 h
S. enteritidis Spel+Xbal 2,5+40 0,8 pl (200pg/ml) | 37°C 0,5-25 11°C 33h
P. aeruginosa Spel 2,5 0,4 pl (100pg/ml) | 37°C 0,5-15s 14°C 20 h
B. cepacia Xbal 40 0,8 pl (200pg/ml) | 37°C 1-30s 14°C 23 h
A. baumanii Smal (*) 10 0,8 pl (200pg/ml) | 25°C 0,5-15s 14°C 20 h
A. baumanii Apal 20 (incubar 5 horas) | 0,8 pl (200pg/ml) | 25°C 1-30s 14°C 23h

(*) El tampén mas adecuado para la restriccion en cada caso, es el que viene suministrado por el fabricante. Sin embargo, en la restriccion con el enzima Smal,
utilizamos preparamos un tampoén de restriccion (preSma) (ver anexo 1).
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Descripcion de una metodologia derivada de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para
estudios de epidemiologia molecular

2. FUNDAMENTO

El campo de aplicacion de la REP-PCR (repetitive
extragenic palindrom) se encuentra limitado a bacilos
Gram-negativos; de hecho se ha utilizado para la
tipificacién de Escherichia coli, Citrobacter freundii,
Salmonella typhimurium y Acinetobacter baumannii
entre otros.

La técnica se basa en la utilizacion de cebadores
disefiados frente a secuencias palindromicas
repetidas a lo largo del cromosoma bacteriano, que
permiten amplificar regiones del genoma localizadas
entre dos cebadores adyacentes.

Las fases de la metodologia son las siguientes: i)
Extraccién del ADN del microorganismo, ii) Reaccion
en cadena de la polimerasa y iii) Separacién de los
productos de PCR o amplicones.

El nimero de bandas de ADN que se observan en
los patrones de REP-PCR oscila de 3 a 10 con
tamafios variables, lo que permite su facil
interpretacion.

Esta metodologia se utiliza cuando se necesita
disponer de resultados rapidos de tipificacion
bacteriana para la definicion de un posible brote
epidémico o para conocer si estamos delante de una
reinfecciébn o recidiva. Los resultados se pueden
obtener en el mismo dia.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Manuales de funcionamiento correspondientes a
los aparatos empleados (termociclador)

- Bibliografia correspondiente de cada técnica

- Manual de Seguridad en el Laboratorio de
Microbiologia

4. MUESTRAS

Cultivo bacteriano puro crecido en placas de agar
sangre.

(Normalmente, esta técnica se aplica a una serie de
aislados —dos o mas- entre los que se pretende
estudiar su relacién genética).

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y

PRODUCTOS

(La composicion de los tampones empleados en este

procedimiento figura en el anexo 1)

» Placas de agar sangre

» Medio de cultivo liquido Luria-Bertani (LB)

« Agua destilada estéril.

Dinucleétidos (ddNTPs).

* Cebadores

- REP-1 5 [lIGCGCCGICATCAGGC 3
- REP-2 5 ACGTCTTATCAGGCCTAC 3’

» Taq polimerasa (Este enzima viene con el tampén
de pH adecuado para su O6ptima actividad,
comprobar que el Mg2+ venga incorporado en la
solucién tampon)

» Aceite mineral.

* Agarosa

» Bromuro de etidio, se utiliza a una concentracion
de 0,5 mg/L

e Marcador de peso molecular: 100 bp Ladder
(Invitrogen - Ref. 15628019)

* Tris base

- EDTA

* Azul de bromofenol

e Sacarosa

* Lisozima

* Proteinasa K

* RNasa

» SDS

» Cloruro de Magnesio

» Cloruro de Potasio

» Acido acético glacial

e Fenol

» Cloroformo-isoamilalcohol

» Acetato amonico

» Etanol absoluto

6. APARATOS Y MATERIAL

6.1. APARATOS

e Termociclador (Existen en el mercado un gran
namero de termocicladores de diversas casas
comerciales. En principio cualquiera de ellos puede
servir).

» Microcentrifuga para tubos eppendorf.

» Cubetas para electroforesis en gel de agarosa.

* Fuente de electroforesis.

» Elementos para la confeccién de geles de agarosa:
molde, bandejas y peines.

e Transiluminador de luz ultravioleta y camara
fotogréfica o analizador de imagenes.

e Termobloque

6.2. OTRO MATERIAL

Asas bacteriologicas.

Tubos eppendorf de 1, 5 ml.

Pipetas de volumen variable y puntas estériles.
Tubos de PCR de 0,6 ml.

Soporte de tubos eppendorf.

7. PROCEDIMIENTO
7.1. EXTRACCION DEL ADN CROMOSOMICO
Opcién 1. Purificacion del ADN. La ventaja de este
procedimiento es que permite la cuantificacion
posterior del ADN purificado, favoreciendo de esta
manera la estandarizacion de la técnica. Si bien
existe una amplia variedad de sistemas
comercializados de extraccion de ADN cromosomico
bacteriano nosotros utilizamos la metodologia que se
cita a continuacion.
1.Obtener por centrifugacién (13.000 rpm durante
10 minutos) el sedimento de células de un cultivo
de toda la noche (1,5 ml). El medio de cultivo
utilizado es caldo LB.
2.Afadir al sedimento 500 pl de Tris 50 mM pH=
8,0 + sacarosa 25%
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3.Centrifugar 1 minuto en una microcentrifuga a

maxima velocidad y eliminar el sobrenadante.

4.Resuspender las células en 50 pl de Tris 50 mM

pH= 8,0 — 1 mM EDTA - sacarosa 25% con 10
mg/ml de lisozima (Solucion | en Anexo 1) e
incubar a 37°C durante 30 minutos.

5.Afadir 150 pl de Tris-HCI 50 mM — 1 mM EDTA

— 1% SDS - proteinasa K 1 mg/ml (Solucion Il en
Anexo 1) e incubar a 50°C durante 60 minutos.
6.Afadir 200 pl de TE. Fenolizar con un volumen

de fenol-TES y un volumen de cloroformo-
isoamilalcohol. Agitar por inversién, centrigufar 5
minutos y recoger la fase acuosa. Repetir este
paso hasta que la fase quede limpia,
normalmente tres veces.

7.Anadir 2 volumenes de cloroformo-

isoamilalcohol. Agitar, centrifugar y recoger la
fase acuosa.

8.Afadir RNasa (stock 5 mg/ml) a una

concentracién final de 40 pg/ml (3 pl/400 ul) e
incubar 15 minutos a 37°C.
9.Afadir 1/3 de volumen de Acetato amoénico 7,5
M (125 pl) y 2 volimenes de etanol absoluto frio
(800 pl).

10. Precipitar a —20°C toda la noche.

11. Centrifugar 20 minutos y lavar con 100 pl
etanol al 70%.

12. Secar y resuspender en 50 pl de TE.

13. Diluir 1:100 la solucién de ADN y determinar la
densidad 6ptica a 260 nm. La solucién obtenida
se diluye hasta obtener una concentracién de
100 pg/ml, siendo esta la solucion de trabajo.

Opcién 2. Lisis de colonia. Este es un sistema
mucho mas sencillo que el presentado en la opcion
1.
1.Una colonia del microorganismo a analizar
crecido en agar sangre se resuspende en 25 pl
de agua destilada estéril depositada en un tubo
de PCR (0,6 ml) y se hierve durante 10 minutos.
2.Centrifugar durante 30 segundos a 13.000 x rpm
en una microcentrifuga.

7.2. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA.

14. Coger un tubo de PCR (0,6 ml) y afiadir 2,5 pl

de la solucién de ADN (100 pg/ml) y 22,5 ul de
agua destilada estéril.

15. Afadir 25 pl de una solucidon que contiene 20
mM Tris-HCI (pH= 8,8), 100 mM KCI, 3,0 mM
MgCl, , 0,1 % p/v de gelatina (Esta solucion de
tampoén de pH viene con la Taq polimerasa a una
concentracién 10X y se diluye 1:5 para obtener
una concentracion 2X), 400 uM ddNTPs, 1 uM
de cada cebador y 2,5 Unidades de Taq
polimerasa.

(En la opcion 2 esta misma solucion se afiade a los
25 pl de la suspension de la colonia lisada)

16. Afadir dos gotas de aceite mineral. Hay
termocicladores en los que no es necesario

afladir estas gotas de aceite mineral sobre la
mezcla de reaccién.
17. Las condiciones de amplificacion son las
siguientes:
Treinta ciclos a:
- 94°C durante 1 minuto.
- 40°C durante 1 minuto
- 65°C durante 8 minutos.
- Extensidn final a 65°C durante 16 minutos.

7.3. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA.
La separacion de los productos de PCR (amplicones)
obtenidos se realiza mediante electroforesis en geles
de agarosa al 2%.
Preparacion del gel:
1. Se pesan 2 gr de agarosa y se disuelven en
100 ml de TAE ( se trabaja a 1X), para ello es
menester calentar la mezcla a punto de
ebulliciébn, hasta que quede transparente.
Generalmente se utiliza un horno microondas.
2. Deja enfriar, hasta que es posible cogerlo con
la mano.
3. Afnadir el bromuro de etidio (5 W), y verter
sobre el lecho (este se habra sellado con
anterioridad, disponiendo en él, los peines
necesarios (uno, dos, ...). En el supuesto de que
el lecho fuese de otra capacidad se respetara
este protocolo alterando los volimenes en
funcién de la misma a fin de trabajar con las
mismas concentraciones.
Preparacion de la muestra:
1.Cuando el gel se ha solidificado, se ubica en la
camara electroforética (tras retirar los
elementos de sellado y los peines)
2.Seguidamente, se mezclan 20 pl de muestra
con 5 pl de tampén de carga al 4% vy
cuidadosamente se depositan en el
correspondiente pocillo del gel, procediéndose
asi hasta culminar la carga de las muestras.
Condiciones de electroforesis:
En lineas generales se utiliza un voltaje de 6
V/cm (considerando la distancia existente entre
los polos de la camara electroforética), en una
camara estandar de 10 cm, serian 60 V.
Eventualmente pueden usarse otros voltajes. Asi
un voltaje inferior resultard en un mayor tiempo
de electroforeis. Mientras que uno superior
resultaria en una mayor rapidez (adn cuando a
veces supone una merma en la calidad de los
resultados). Dado que se precisa una buena
separacion de las bandas, es aconsejable que el
frente de electroforesis al menos corra 3/4 partes
del gel, lo que puede costar alrededor de un par
de horas en condiciones estandar.
El tampon de electroforesis es TAE (1X).

8. OBTENCION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS

Tras la visualizacion del gel y su posterior impresion

fotogréafica o mediante papel térmico si se dispone de

sistema de andlisis de imagenes se compararan los



Servicio de Microbiologia

Hospital.........cccceeeeinnnns

Analisis del ADN mediante amplificacion con pcr: | Fecha:
Tipificacion molecular utilizando técnicas de
amplificacién de ADN relacionado con
secuencias rep (repetitive extragenic palindrom)

PNT-MMT-04
Edicién N° 01 | Pagina4 de 5

patrones de bandas, definiendo para cada patrén
diferente una nomenclatura que puede ser numérica
(Ej, 1, I, etc..) o mediante letras (Ej: a, b, c.....). Si los
patrones solo difieren en una banda se consideraran
como subtipos, aunque este es un aspecto que no
ha sido evaluado en profundidad.

9. RESPONSABILIDADES

Los técnicos de laboratorio seran responsables del
procesamiento de los aislados y de la elaboracién de
la técnica.

El facultativo responsable debera emitir un informe
donde se expresen los resultados de forma clara y
comprensible y debera validar éstos.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Dado el fundamento de esta técnica no se precisa la
restriccion de los productos obtenidos tras PCR. El
resultado de la amplificacién por PCR sera una serie
de fragmentos de ADN de tamafio Vvariable,
consecuencia de la amplificacién parcial de las
secuencias espaciadoras entre las secuencias REP.
Control de calidad. En cada procesamiento del
grupo de cepas a estudiar se incluira una cepa
control con patrén de REP-PCR conocido. Ademas
en la electroforesis se incluira un carril con
marcadores de peso molecular que facilitaran el
célculo del tamafio de los diferentes fragmentos.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Esta técnica de tipificacién es solo aplicable a bacilos
Gram negativos, dada la naturaleza de la secuencia
REP.

Para la tipificacién por PCR de otros microorganismos,
es preciso buscar otras secuencias repetitivas a lo
largo del ADN gendémico

Mediante esta técnica resulta dificil comparar patrones
de cepas obtenidos en laboratorios distintos, a menos
gue se filen con cuidado las condiciones y se
compartan cepas control, para establecer Ila
reproducibilidad de la técnica.
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ANEXO 1. Composicién de las soluciones tampdén utilizadas en este procedimiento

A) Composicion de las soluciones para la extraccion del ADN genémico
Solucién stock Tris-HCI 1 M pH=8,0
12,114 g Tris
80 ml de agua Mili-Q
Ajustar a pH= 8,0 con NaOH
Ajustar hasta 100 ml con agua Mili-Q
Autoclavar
Solucién stock EDTA 0,5M pH=8,0
18,612 g EDTA
80 ml de agua Mili-Q
Ajustar a pH= 8,0 con NaOH
Ajustar hasta 100 ml con agua Mili-Q
Autoclavar
Tris 50 mM + sacarosa 25% (Preparacién de 20 ml)
1 ml de Tris-HCI 1M pH= 8,0
5 g de sacarosa
19 ml de agua Mili-Q estéril
TE (Preparacion de 1L)
10 ml Tris 1M pH=7,5
2 ml EDTA 0,5M pH=8
988 ml agua bidestilada
Autoclavar
Soluciéon 1. (1 ml)
1 ml de solucion de Tris-sacarosa 25% pH= 8,0
2 ulEDTAO05M pH=8,0
10 mg lisozima
Solucién Il. (1 ml)
50 pl Tris-HCI 1M pH= 8,0
2 ul EDTA 0,5M pH=8,0
100 pl SDS 10%
798 pl agua milliQ estéril
50 pl proteinasa K (20 mg/ml)
B) Composicion de las soluciones necesarias para la electroforesis
Tampon TAE (50X): 242 g. de Tris base, 57,1 ml de &cido acético glacial y 100 ml de EDTA (0,5M, pH= 8) afiadir
agua Mili-Q hasta 1 litro.
Tampon de carga: la mision del mismo es la facilitar la carga de la muestra en los pocillos, aumentando su
densidad. Asimismo, sirve como indicador de la posicion del frente de la electroforesis. Se pueden utilizar diversas
férmulas, como por ejemplo: 0,25%. de azul de bromofenol en 40% w/v de sacarosa disuelta en agua (volumen
final 100 ml).
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Describir la metodologia necesaria para el estudio
epidemiolégico de Neisseria meningitidis mediante
multilocus sequence typing (MLST). El procedimiento
gque se describe aqui esta adaptado para
meningococo, para estudios de cualquier otro
microorganismo se requeriria la adaptacion de este
procedimiento.

2. FUNDAMENTO

La técnica de MLST consiste en el analisis mediante
secuenciacion del ADN de fragmentos internos de un
nuamero determinado de genes codificantes de
distintos enzimas metabolicos bacterianos
(housekeeping genes). La comparacion de estas
secuencias entre distintos aislados permite
establecer identidades o diferencias clonales de
utilidad en el andlisis epidemiolégico bacteriano. El
hecho de utilizar enzimas metabdlicos, no sometidos
a presion selectiva, permite detectar variaciones
neutras que definen lineas clonales relativamente
estables. Por lo tanto, MLST es un marcador
molecular de aplicacién en epidemiologia global o a
largo plazo.

Para cada especie bacteriana, es preciso establecer
un grupo de genes metabdlicos a estudiar. El
esquema de MLST desarrollado para cepas de
meningococo utiliza fragmentos internos de los
siguientes genes: abcZ (transportador ABC), adk
(adenilato kinasa), aroE (sikimato deshidrogenasa),
fumC (fumarato hidratasa), gdh (glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa), pdhC (piruvato deshidrogenasa),
pgm (fosfoglucomutasa).

El procedimiento consta de las siguientes fases:

i) Extraccion ADN

i) Amplificacién de los genes metabdlicos

iii) Reaccion de secuenciacion

En el caso de N. meningitidis, los iniciadores que se
utilizan para la amplificacion son diferentes a los que
se utilizan en la secuenciacion. En otros casos, como
neumococo o estafilococos, los iniciadores son los
mismos en ambos procesos.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Manuales de funcionamiento correspondientes a
los aparatos empleados en este procedimiento

- Bibliografia correspondiente de cada técnica

- Manual de Seguridad en el Laboratorio de
Microbiologia

4. MUESTRAS
« Cultivos bacterianos en cultivo puro, aislados en
placas de agar sangre.

Esta técnica puede aplicarse en aislados
individualmente ya que la pertenencia a complejos
clonales se establece por comparacion de los
resultados obtenidos con los almacenados en base
de datos mediante Internet.

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
PRODUCTOS

» Placas de agar sangre

» Agua destilada estéril

* Dinucle6tidos (ANTPs)

e Tag polimerasa (Viene con el tamp6n adecuado
para su Optima actividad, comprobar que no
contenga Cl,Mg y que éste venga por separado.
De lo contrario, debe ajustarse su concentracion a
lo especificado en el procedimiento)

* Iniciadores: Los iniciadores utilizados para
amplificacién o secuenciacién en meningococo se
recogen en la tabla 1.

* Agarosa

» Bromuro de etidio. Se utiliza a una concentracion
de 0,5 mg/L

» Marcador de peso molecular

» PEG 8000

* Cloruro de Sodio

» Etanol 70%

» Acetato amonico

» Reactivos de secuenciacién, en este procedimiento
se describe la secuenciacién utilizando el sistema
de “Bigdye terminator v3.1” de Applied Biosystem

6. APARATOS Y MATERIAL

6.1. APARATOS

» Termociclador (Existe un gran ndmero de
termocicladores de diversas casas comerciales. En
principio cualquiera de ellos puede servir).

 Sistema de secuenciacion, en este procedimiento
se hace referencia al sistema de secuenciacion
utilizando el modelo ABI PRISM 3100

» Microcentrifuga para tubos eppendorf.

» Cubetas para electroforesis en gel de agarosa.

» Fuente de electroforesis.

» Elementos para la confeccion de geles de agarosa:
molde, bandejas y peines.

» Transiluminador de Iluz ultravioleta y camara
fotogréfica o analizador de imagenes.

» Termobloque.

+ Bafio de ebullicion.

6.2. OTRO MATERIAL

 Asas bacteriologicas.

e Tubos eppendorfde 1, 5 ml.

Tubos dePCR de 200 pl.

Pipetas de volumen variable y puntas estériles.

7. PROCESAMIENTO

7.1. EXTRACCION DE ADN

e Rotular un tubo eppendorf con el namero
correspondiente al aislado que se este estudiando.

» Afadir en el tubo 500 pl de H20 destilada.

» Afadir, aproximadamente, un asa azul del cultivo y
homogeneizar mediante el vértex.

* Introducir el eppendorf durante 10 minutos en bafio
de ebullicién o termobloque a 100°C.

 Colocar el eppendorf a —20°C dos minutos.

» Centrifugar 5 minutos a 13.000 rpm.
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Tabla 1. Iniciadores de amplificacion o secuenciacion para MLST en Neisseria menigitidis

| Iniciador delantero o forward 5’ 3’

Iniciador opuesto o reverse 5’ 3

+ INICIADORES DE AMPLIFICACION

abcZ AATCGTTTATGTACCGCAGG GTTGATTTCTGCCTGTTCGG

adk ATGGCAGTTTGTGCAGTTGG GATTTAAACAGCGATTGCCC
aroE ACGCATTTGCGCCGACATC ATCAGGGCTTTTTTCAGGTT
fumC CACCGAACACGACACGATGG ACGACCAGTTCGTCAAACTC

gdh ATCAATACCGATGTGGCGCGT

GGTTTTCATCTGCGTATAGAG

pdhC | GGTTTCCAACGTATCGGCGAC

ATCGGCTTTGATGCCGTATTT

pgm | CTTCAAAGCCTACGACATCCG

CGGATTGCTTTCGATGACGGC

+ INICIADORES DE AMPLIFICACION

abcZ AATCGTTTATGTACCGCAGG GAGAACGAGCCGGGATAGGA
adk AGGCTGGCACGCCCTTGG CAATACTTCGGCTTTCACGG
arokE GCGGTCAA(C/IT)ACGCTGATT ATGATGTTGCCGTACACATA

fumC TCCGGCTTGCCGTTTGTCAG TTGTAGGCGGTTTTGGCGAC
gdh CCTTGGCAAAGAAAGCCTGC GCGCACGGATTCATATGG

pdhC TCTACTACATCACCCTGATG

ATCGGCTTTGATGCCGTATTT

Pgm CGGCGATGCCGACCGCTTGG

GGTGATGATTTCGGTTGCGCC

« Recoger el sobrenadante en un nuevo tubo
eppendorf convenientemente rotulado.

e Preparar las cubetas del espectofotometro con 1
ml de agua destilada y afiadir 10ul del
sobrenadante. obtenido en el punto anterior.

* Medir en la cubeta la absorbancia a 260 nm y
determinar la concentracién aplicando la férmula
A260 x 50 pg/ml x factor de dilucion (1:100).

7.2. AMPLIFICACION DE LOS

METABOLICOS

Condiciones de amplificacion de los fragmentos

seleccionados

- Considerando que cada reaccion de amplificacion
de cada uno de los genes se llevara a cabo en 100
pl se utilizaran las siguientes cantidades de
reactivos y soluciones tampén:

GENES

H,O 46,5 pl
Tampén 10X 10,0 ul

Iniciador 1* 10,0 pl (de una solucién 10 uM)

Iniciador 2* 10,0 pl

Cl,Mg 6,0 ul (de una solucién 25mM)

dNTPs 16,0 pl (cada ANTP se maneja a
una diluciébn de trabajo que
consiste en 125 pl de una
solucion 10mM mas 500 pl de
H,0)

Taq 0,5 pl (2,5U de enzima)

polimerasa

TOTAL 99,0 ul

(Los iniciadores 1 y 2 dependen de cada uno de

los genes a amplificar y su secuencia viene

especificada en el punto 5 “Medios, reactivos y
productos” de este procedimiento)

- Multiplicar las cantidades sefialadas por el nimero

de reacciones de PCR que se vayan a realizar mas

una, para que los volimenes
excesivamente ajustados (mezcla matriz)

no queden

- Dispensar 99 pl de la mezcla matriz en tubos de 200
p de tapa plana de PCR. No hay que olvidar
contabilizar un control negativo en el que no se
afladirda ADN, que sera sustituido por la misma
cantidad de agua destilada.

ADN molde 1,0 il (aproximadamente
50ng/ul) en cada tubo
- Los tubos se colocan en el termociclador,
aplicandose las siguientes  condiciones de
amplificacion:

Incubacion inicial de 94°C durante 2 minutos
29 ciclos de: 94°C, 1 minutos para
desnaturalizacion
55-60°C, 1 minuto para
alineamiento de los iniciadores (*)
72°C, 2 minutos para elongacién
Incubacion final de 72°C durante 2 minutos
Refrigerar a 4°C sin limite de tiempo para
mantener las muestras refrigeradas hasta que se
recojan
(* Las temperaturas de alineamiento, deben
optimizarse en cada laboratorio y para cada juego de
iniciadores)
- Tras la amplificacibn se comprobara si ésta ha
tenido éxito realizando una electroforesis en gel de
agarosa de 5 pl de cada muestra.

Purificacion de los productos amplificados
- El ADN se purifica utilizando el sistema QIAquick

(Qiagen)

7.3. SECUENCIACION DE LOS
METABOLICOS

GENES
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La secuenciacién puede realizarse en tubos de PCR o
alternativamente en placas de microtitulacién.

Los iniciadores utilizados para secuenciacién en
meningococo, estan descritos en el punto 5 “Medios,
reactivos y productos” de este procedimiento.

De cada uno de los genes que nos proponemos
secuenciar derivaran dos reacciones de
secuenciacion, que prepararemos en dos tubos de
PCR distintos. Cada tubo contendra uno de los
iniciadores y el ADN obtenido en el proceso de
amplificacion del gen en cuestién. De este modo se
secuenciaran, por separado —una en cada tubo- las
dos hebras de ADN obtenidas en el proceso de
amplificacion del gen.

Condiciones de secuenciaciéon en tubos de PCR

- Los iniciadores se utilizan a una dilucion final 0.5
mM, por lo tanto se hara una dilucion 1:15 con agua
destilada a partir de la solucion de almacenamiento
gque esta en una concentracion 10mM (ver
condiciones de PCR). En cada reaccion de
secuencia se utilizaran 2 pl en cada tubo de PCR.

- Se afiadiran a continuacién 2 ul de la mezcla BigDye
Ready Reaction Termination Mix (PE ABI) en cada
tubo.

- Finalmente, 1 pl por tubo de cada producto de PCR
gue se quiera secuenciar, mezclando bien los tres
componentes ya mencionados. Esta cantidad
supone ¥4 del volumen final recomendado en el
manual de secuencia del reactivo comercial (ABI
BigDye sequencing manual).

- A continuacion se someten las muestras al siguiente
programa en el termociclador:

24 ciclos de:  96°C, 10 segundos

50°C, 5 segundos

60°C, 4 minutos
Refrigerar a 4°C sin limite de tiempo para
mantener las muestras refrigeradas hasta que
se recojan

- Una vez finalizada la reaccion de secuencia se lleva
el volumen hasta los 20 pl recomendados, con la
adicion de 15 pl de agua destilada.

- Se procede entonces a afiadir 2 pl de una solucion
3M de NaOAc pH= 4,6 y 50 pl de etanol en un tubo
eppendorf de 1,5 ml, afladiendo entonces los 20 pl
de cada reaccion de secuencia.Tras mezclar
suavemente se incuba 15 minutos a temperatura
ambiente.

- Seguidamente, se centrifugan los tubos a maxima
velocidad durante 15-30 minutos y se descarta el
sobrenadante con ayuda de una pipeta.

- Se lava el sedimento con 500 pl de etanol
repitiéndose la centrifugacion durante 10 minutos.
Eliminar de nuevo el sobrenadante, recogiendo todo
el etanol que sea posible.

- Secar el sedimento en un desecador al vacio y
almacenar a —20°C hasta que sea analizado en gel
de secuencia. En el momento de cargar el gel, cada

sedimento se resuspende en 3-4 pl de tampén de
lectura.

Condiciones de secuenciacion en placas de
microtitulacion

El primer paso consiste en marcar con rotulador de
tinta indeleble la esquina superior izquierda de la
placa, para poder identificar las muestras a lo largo
del proceso. Individualmente, pueden elegirse
métodos alternativos de marcaje.
Los distintos volumenes se  dispensaran
preferiblemente con pipeta multicanal.
Los iniciadores se utilizan a una dilucion final 0,5
mM, por lo tanto se hara una dilucién 1:15 con agua
destilada a partir de la solucion de almacenamiento
que estd en una concentracion 10 mM (ver
condiciones de PCR), utilizando en cada reaccion 2
ul en cada pocillo que vaya a ser utilizado en la
placa.
Se afiadirdn a continuacion 2 pl por pocillo de la
mezcla BigDye Ready Reaction Termination Mix (PE
ABI).
Finalmente, 1 ul por tubo de cada producto de PCR
gque se quiera secuenciar, mezclando bien los tres
componentes ya mencionados. Esta cantidad
supone Y1 del volumen final recomendado en el
manual de secuencia del reactivo comercial (ABI
BigDye sequencing manual).
Se tapa entonces la placa microtiter con papel
adhesivo y se introducen las muestras en el
termociclador, donde seran sometidas a las
siguientes condiciones:
24 ciclos de:  96°C, 10 segundos

50°C, 5 segundos

60°C, 2minutos
Refrigerar a 4°C sin limite de tiempo para
mantener las muestras refrigeradas hasta que
se recojan

Una vez finalizada la reaccion de secuencia se lleva
el volumen hasta los 20 pl recomendados, con la
adicion de 15 pl de agua destilada.

A continuacion, se mezclaran 7,0 ml de etanol con
280 pl de una solucion 3M de NaOAc, pH=4,6 en un
recipiente apropiado, dispensandose entonces con
la pipeta multicanal 52 pl de esta mezcla en cada
pocillo. Incubar la placa a temperatura ambiente
durante 45 minutos.

Centrifugar la placa a 4°C durante 60 minutos a
2750xg. Quitar la tapa de papel adhesivo y volcar la
placa sobre papel de filtro o similar (un pafiuelo de
papel puede ser suficiente) para eliminar el
sobrenadante de cada pocillo. Colocaremos
entonces la placa invertida sobre un papel Watman
3MM centrifugdndose asi 1 minuto a 500xg, lo que
eliminara los posibles restos de etanol.

Con ayuda de la pipeta multicanal, se dispensaran
150 pl de etanol al 70% en cada pocillo,
centrifugdndose una vez mas a 2750xg durante 10
minutos y repetir el proceso de eliminacion de
sobrenadante y residuos de etanol ya resefiado.
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- Secar el sedimento de los distintos pocillos de la
placa en un secador de vacio. Almacenar a —20°C
hasta que sean analizados en gel de secuencia. En
el momento de cargar el gel, cada sedimento se
resuspende en 3-4 pl de tampon de lectura.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS
La secuencia de cada uno de los loci se alinea con
las secuencias que estan localizadas en una base de
datos centralizada. Si la secuencia coincide, el
programa informatico utilizado asigna uno de los
alelos ya identificados; en caso contrario, se asigna
un nuevo nuimero a ese nuevo alelo. Para que la
asignacion de los alelos se realize de forma
inequivoca, se secuencian ambas hebras de ADN,
por lo que las variaciones en la secuencia de ADN
son de esta forma “autentificadas”.

Una vez asignado un namero a cada alelo, puede
generarse un perfil alélico que sera la expresion de
la combinacién de los 7 alelos ya asignados. Tras la
definicién de los perfiles alélicos, la comparacién
entre las cepas es sencilla, pudiéndose comprobar
de un vistazo el grado de proximidad entre los
aislados, simplemente comprobando el niamero de
alelos compartidos entre perfiles diferentes.

La existencia de bases de datos para cada
microorganismo en el que se ha desarrollado MLST,
accesibles mediante pagina web (http://mist.net)
funciona como nexo comun para todos los posibles
participantes, pudiendo realizarse todo el proceso de
consultas y analisis asi como enviar las propias
cepas para inclusion en las bases de datos, con
conexion posible desde cualquier lugar del mundo. El
sistema estd diseflado de forma dinamica, para
poder mandar los de nuevos aislados, solicitar la
inclusién de nuevos alelos y/o perfiles, etc., todo ello
gestionado por un administrador especialista en
bioinformética, que supervisa los datos
suministrados por el usuario. Asi, si se envian datos
de aislados que corresponden a perfiles ya descritos,
s6lo es preciso enviar un formato Excel con los datos
correspondientes. Si se trata de un alelo nuevo, no
incluido en la base de datos, entonces es preciso
enviar el archivo en formato “Chromas” generado por
el secuenciador automatico, para poder proceder a
su verificacion.

El programa de gestién de la base de datos permite
al usuario realizar consultas de alelos, de perfiles
alélicos, de aislados especificos con objeto de
conocer su relacion con otros aislados incluidos en la
base, etc. Adicionalmente, la pagina web ofrece
enlaces con un buen nimero de programas que
permiten el andlisis de datos generados por MLST
mediante la utilizacion de diversos algoritmos.

9. RESPONSABILIDADES

Los técnicos de laboratorio serdn responsables del
procesamiento de los aislados y de la elaboracion de
la técnica.

El facultativo responsable debera emitir un informe
donde se expresen los resultados.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

- Para la amplificacion por PCR de los genes
metabdlicos de meningococo descritos, las
temperaturas de alineamiento y concentraciones de
Cl,Mg deben optimizarse en cada laboratorio y para
cada juego de iniciadores. Aunque los iniciadores
estan disefiados para una temperatura éptima de
hibridacién entre 55 y 60°C, las condiciones que se
exponen en este procedimiento son sélo indicativas.

- Tras la amplificacibn de los genes es preciso
comprobar si la reaccion de PCR ha generado el
producto de PCR esperado: una sola banda del
tamafio previsto. La pureza del amplificado se
comprobard mediante una electroforesis en gel de
agarosa (como se indica en el procedimiento
técnico)

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

El procedimiento descrito aqui solo tiene utilidad
para la tipificacion epidemiol6gica de N. meningitidis
por MLST. Para estudiar cualquier otro
microorganismo se precisa el analisis de un grupo de
genes distintos. Algunos microorganismos tienen
elaborado el protocolo (disponible en
http://www:mlst.net) y otros se encuentran adn en
fase experimental.
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