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ABSTRACT

The growing need for surveillance of re-emerging infectious diseases necessitates the
application of molecular characterization methods such as Pulsed-Field Gel Electrophoresis
-PFGE. In the first collection, analysis macrorestriction S. aureus reveals a medium
frequency (0.54) of pulsetype 11, compared to the second collection where increased genetic
heterogeneity exists. S. enterica presented some identical pulsotypes and other pulsotypes
presented a genetic diversity (DI = 0.95), which suggests that there is epidemiological
unrelated, with pulsetypes to particles serotypes. In addition, this study will help us create
our database according to the PulseNet International Center for Disease Control and
Prevention (CDC, USA).
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RESUMEN

La creciente necesidad de vigilancia de las enfermedades infecciosas re-emergentes hace
necesario la aplicacion de métodos moleculares de caracterizacion como la Electroforesis
en Gel de Campos Pulsados-PFGE. En la primera colecta, el analisis de macrorrestriccion
de S. aureus revela una frecuencia media (0.54) del pulsotipo II, en comparacion a la
segunda colecta donde se observa una mayor heterogeneidad genética. S. enterica presento6
algunos pulsotipos idénticos y otros pulsotipos presentaron una diversidad genética
(ID=0.95), lo que nos sugiere, que no existe una relacién epidemiolégica con pulsotipos o
serotipos particulares. Ademas, este estudio nos ayudara a crear nuestra base de datos de
acuerdo a la PulseNet International del Centro de Control y Prevencion de Enfermedades
(CDC, USA).
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1. INTRODUCCION

La reemergencia de las enfermedades infecciosas transmitidas por bacterias, se ha
incrementado en los dltimos afios en el mundo, debido a los cambios realizados en los
ecosistemas, asi como un generalizado e inadecuado uso de los antibioticos; esto permite
que el genoma bacteriano este bajo continia modificacion por la presion selectiva del
ambiente, favoreciendo la diseminacion de patdgenos que causan graves enfermedades
infecciosas de gran trascendencia en la salud publica (Karchmer, 2006; Rubin, 2002). La
epidemiologia molecular de las enfermedades infecciosas ha avanzado en las ultimas dos
décadas con numerosas herramientas de la biologia molecular; esto representa un avance
revolucionario en los conocimientos y conceptos en esta disciplina, ya que los sistemas de
caracterizacion molecular permiten reconocer caracteristicas genéticas de las poblaciones
bacterianas que no son reveladas por las técnicas de laboratorio convencionales (Levin et
al., 1999; Riley, 2004). Un amplio nimero de métodos y técnicas de caracterizacion
molecular han sido descritos y empleados para la diferenciacion de bacterias patégenas, y la
aplicacion de estos metodos moleculares genera una eficiencia en el diagndstico y
caracterizacion de bacterias patdgenas. En cuanto, a las estrategias basadas en el analisis de
la estructura del genoma, la secuenciacion del genoma y el analisis de patrones de
restriccion de ADN cromosomal por Electroforesis en Gel de Campos Pulsados-Pulsed
Field Gel Electrophoresis (PFGE por sus siglas en ingles), son las de mayor poder de
discriminacion entre aislados. La secuenciacion del genoma por su costo no puede ser
utilizada en estudios epidemioldgicos amplios, por lo tanto, PFGE ha sido considerado
como el estandar de oro entre los métodos de caracterizacion molecular por poseer una alta
reproducibilidad y un alto poder de discriminacion. Ademas, es el primer método de
eleccion en los laboratorios de PulseNet International, para la vigilancia e investigacion de
brotes epidemiolégicos de bacterias patdgenas clinicamente importantes (Lukinmaa et al.,
2004; Murchan et al., 2003; Valdez et al., 2015; Sabat et al., 2013; Sandt et al., 2006;
Murase et al. 2004). La electroforesis de ADN convencional es una técnica
extraordinariamente simple: un campo eléctrico constante es aplicado a través de una placa
de gel de agarosa y las moléculas de ADN pequefias son tamizadas y migran en una forma
dependiente del tamafio, pero el efecto de tamizado y de separacidon falla cuando moléculas
de ADN de mayor tamafio deben ser resueltas. En 1983, Schwartz y Cantor desarrollaron el
PFGE como un método para evitar estas limitaciones, permitiendo el fraccionamiento de
grandes moléculas de ADN en millones de pares de bases utilizando endonucleasas de
restriccion, de esta forma separando las moléculas de ADN con una mayor resolucién que
la electroforesis convencional [Fig. 1] (Fangman, 1978, Schwartz et al., 1984).
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Fig. 1. Representacion esquematica que ilustra la diferencia entre la instrumentacion
utilizada por PFGE (A) vs electroforesis convencional (B). Tomada y modificada de
Goering 2010.

El PFGE favorece el tamizado molecular debido al “zigzagueo” del ADN en respuesta a
cambios periodicos en la orientacion del campo eléctrico. La movilidad electroforética
depende fuertemente de los tiempos de los pulsos (duracion del campo aplicado) y de la
naturaleza de los campos aplicados (Fangman, 1978; Goering, 2010; Schwartz et al., 1984).
El PFGE es realizado en un gel de agarosa en el cual la orientacion del campo eléctrico es
aplicado primero en una direccion (Norte/Sur). Después el campo eléctrico se cambia a una
segunda direccién (Este/Oeste) en un corto periodo de tiempo (un pulso); estos cambios de
direccion permiten que los fragmentos de ADN, se resuelvan en patrones de bandas en el
gel, y estos patrones de bandas pueden ser comparados entre si para determinar la
diversidad genética de los aislados bacterianos. En la comparacion de los patrones de
bandas se pueden detectar cambios genéticos, como mutaciones puntuales, deleciones,
inserciones y la pérdida o adquisicion de plasmidos, que podrian explicar las diferencias
minimas en los patrones de bandas entre los aislados. Estos cambios se dan generalmente
en dos o tres fragmentos diferentes en los patrones de bandas de PFGE, como el estudio
demostrado por Thal et al., en la insercion del transposon Tn916 (16 kb) que confiere
resistencia a tetraciclina en Enterococcus faecalis (Birren, et al 1993; Murchan et al., 2003;
Lukinmaa et al., 2004; Ribot, et al., 2006; Tenover et al., 1995; Thal et al. 1997). El
objetivo de este estudio, es utilizar el PFGE para la caracterizacién molecular de bacterias
patdgenas como Staphylococcus aureus y Salmonella enterica. Eso nos permitira realizar
analisis de la diversidad genética, con el fin de poseer la relacion epidemioldgica y la
relacion genética de estos aislados. Asi, como demostrar el papel esencial que juega el
PFGE en la vigilancia epidemioldgica y recopilar la informacion relevante de las cepas
predominantes en brotes infecciosos en el estado de Michoacan; los cuales seran relevantes
para la comparacion de la base de datos que establece y gestiona PulseNet International del
Centro de Control y Prevencién de Enfermedades (CDC, USA).

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Muestreo y cepas

Staphylococcus aureus. La colecta se realizo en el municipio de Tarimbaro, Michoacan; en
las localidades de Cotzio y Téjaro, las cuales presentan un clima templado con lluvias en
verano, con una humedad promedio de 56.6%, temperatura promedio anual de 17.7°C, y
forma parte de una de las cuencas lecheras importantes que proveen de leche a la capital del
Estado. La investigacion comprende de un estudio observacional transversal en dos
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periodos, 2003-2004 y 2008. Se analizaron 15 aislados obtenidos en 2003-2004 y 12
aislados del 2008; ademas se analizaron 2 cepas de referencia utilizadas en este estudio; las
cepas de referencia son S. aureus ATCC 27543 (American Type Culture Collection) aislada
de un caso de mastitis en bovinos y S. aureus NCTC 8325 (National Collection of Type
Culture) aislada de un caso de una ulcera corneal-conjuntival en humano.

Salmonella enterica. ElI Laboratorio Estatal de Salud Pdblica del estado de Michoacéan
cuenta con una coleccion de 79 aislados obtenidos de muestras de alimentos, las cuales se
encuentran serotipificadas por el esquema de Kauffmann-White. La cepa de referencia
utilizada como marcador de peso molecular universal, Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Braenderup H9812.

2.2 Protocolo PFGE

Las cepas de Staphylococcus aureus fueron inoculadas en 5 mL de Medio Luria-Bertani y
se incubaron durante toda la noche a 37° C con agitacion constante. La densidad Optica
bacteriana se ajusto por regla del Nefelémetro de McFarland a A=620 nm a una absorbancia
de 0.50-0.55 en el espectrofotometro (SmartSpec Plus BioRad). Para obtener las cantidades
en microlitros (uL) del cultivo bacteriano a utilizar, se toman 350 pL y se resuspenden con
650 pL de Caldo Soya Tripticaseina, para obtener la Absorbancia de 0.53. Las cantidades
de cultivo bacteriano determinadas por ajuste con el Nefelémetro de McFarland Se
depositaron en un tubo de 1.5 mL. Se agregaron 500 pL de amortiguador PIV (Tris-HCI, 10
mM; NaCl, 1 M, pH 7.6). Se centrifugd por 5 minutos a 13000 r.p.m., y el sobrenadante se
decantd; posteriormente se adicionaron 150 pL de amortiguador PIV y la suspension
bacteriana se conservo a 50° C en bafio maria. La agarosa de bajo punto de fusion se
prepard al 3% en amortiguador TEion (Tris-HCI, 10mM; EDTA, 1mM, pH 7.5) y la
suspension bacteriana se mezclo con un volumen igual de agarosa de bajo punto de fusion.
La mezcla se depositd en los moldes para formar los bloques; Se depositaron 500 pL de
amortiguador de Lisis Celular (Tris-HCI, 1.0 M; NaCl, 1.0 M; EDTA, 100 mM; Brij 58,
0.5%; N-lauril sarcosinato de sodio 0.5%; Ribonucleasa A, 50 mg; lisozima, 1 g;
lisostafina, 50 pg/mL [pH 7.6]) a cada tubo; se incubo a 37° C durante toda la noche.
Luego, se retiro el amortiguador de Lisis Celular y se depositaron 500 puL de amortiguador
ESP (EDTA, 0.4 M; N-lauril sarcosinato de sodio, 1% y Proteinasa K 500 mg/mL [pH
9.0]); y se incubo a 50-55° C durante toda la noche en bafio de agua de temperatura
controlada. EI amortiguador ESP se retird. Posteriormente los blogues se transfieren a tubos
cénicos con 10 mL de amortiguador TE para sus lavados; se incubaron por 1 hora a 40° C
en bafio de agua de temperatura controlada. EI amortiguador TE se retird por decantacion; y
se depositaron nuevamente 10 mL de amortiguador TE. Los lavados de los bloques se
repitieron por cinco veces. La macro-restriccion con enzima Sma | se realiz6 con 177 uL de
de agua destilada estéril, 20 uL de amortiguador de enzima Sma |, y 3 pL de enzima Sma |
(Promega) por bloque (50 U); y se incubo a temperatura recomendada por el fabricante
durante toda la noche. Se prepararon 150 mL del gel de corrida al 1% en amortiguador TBE
0.5x., Posteriormente los blogques fueron colocados en el gel y sellados para su corrida
electroforética en el sistema Gene Navigator System (Amersham Biosciences). El tiempo
total de corrida fue de 20 horas; con los pulsos N/S- 5.3 seg; E/O- 5.3 seg. las primeras 12
hrs.; y con los pulsos N/S- 34.9 seg. E/O- 34.9 seglas restantes 8 hrs a un Voltaje continuo
de 210 Volts.
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3. RESULTADOS

En este trabajo se analizaron aislados de S. aureus y S. enterica mediante electroforesis en
gel de campos pulsados utilizando las enzimas de restriccion Sma | y Xba |
respectivamente; resultando en 44 patrones de restriccion distinguibles, de los cuales 28
patrones son para S. aureus y 16 patrones para S. enterica. Estos patrones de bandas revelan
diferencias por la diversidad genética de los aislados. Ademaés, considerando que los datos e
informacidn de las macrorestricciones nos permiten reconocer la heterogeneidad genética
de los aislados y asi detectar estos, en brotes epidemiolégicos (Tenover et al., 1995).

3.1 Macro-restriccion de S. aureus

En la macrorestriccion que se realizo para S. aureus, se observd que en un corto periodo de
diseminacion (4 afios) hubo un cambio genético de las cepas predominantes en la misma
area geogréafica. Como se reflejo en el primer periodo de colecta del afio 2004 (Figura 2A),
con los aislados del segundo periodo de colecta de 2008 (Figura 2B), sefialado en diferentes
tiempos y en las mismas areas geogréficas. Las imagenes de macrorestriccion de S. aureus,
resaltan una frecuencia relativa media (0.54-pulsotipo I1) de los aislados de la primera
colecta, ya que proporcionan patrones de bandas o pulso-tipos idénticos, respecto a la
segunda colecta que poseen una mayor heterogeneidad genética (Figura 2). Lo anterior
implica una variacion genotipica de los aislados de S. aureus en diferentes tiempos de
colecta y en la misma area geografica estudiada.
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Fig. 2. Patrones de macrorestriccién por PFGE de S. aureus . (A) Aislados de S. aureus,
macrorestriccion de cepas por PFGE de la primer colecta del 2004, en donde se observo
una prevalencia del mismo pulsotipo (I1). (B) Aislados de S. aureus 2008 por PFGE, se
observan diversos pulsotipos.

3.2 Macro-restriccion de S. enterica

En la segunda macrorestriccion con cepas de S. enterica, (Figura 3), se observé la
diversidad genotipica de 21 pulsotipos diferentes en 15 serotipos de S. enterica analizados.
Al distinguir estos serotipos, nos permitié analizar su relacion epidemioldgica entre los
aislados que generaron idénticos o diferentes pulsotipos de S. enterica; como el caso de los
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serotipos Salmonella Antigeno Flagelar Rugoso y Salmonella Anatum (Fig.3A. Carril 4-5),
que presentan un pulsotipo idéntico, esto sugiere que comparten el mismo fondo genético.
En otros casos los pulsotipos de los aislados de S. enterica serovar Javiana (Fig.3B. Carril
4,6-7) no se diferenciaron utilizando PFGE, por la restriccion total o degradacion del ADN
gendémico probablemente debido a la presencia de ADNasas, sefialando a S. enterica
serovar Javiana como no tipificable por PFGE. Las cepas en las que los patrones o
pulsotipos diferentes corresponden a los diferentes serotipos Salmonella Agona,
Meleagridis, E1, Antigeno Flagelar Rugoso, Anatum, Sinstorf, Javiana, Urbana,
Typhimurium, London, Give, Enteritidis, Montevideo, Braenderup y Braenderup H9812
respectivamente (Ribot et al., 2006; Wong et al., 2006; Murase et al., 2004). El analisis de
macrorestriccion en PFGE present6 un indice de discriminacion mayor (D=0.95), superior
al de la serotipificacion (D=0.86).
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Figura 3. Patrones de macrorestriccion por PFGE de S. enterica. (A) Se observa los
patrones de bandas o pulsotipos de los serotipos Salmonella: carril-1. Agona; 2.
Meleagridis; 3. E1; 4. Antigeno Flagelar Rugoso; 5. Anatum; 6. Sinstorf; 7. Javiana; 8.
Urbana; 9.Typhimurium; 10. London, respectivamente. (B) Se observa pulsotipos de los
serotipos en los carriles: 1,5,14. Braenderup H9812; 2,9. Typhimurium; 3. London; 4,6,7.
Javiana; 8. Give; 10. Agona; 11. Enteritidis; 12. Montevideo y 13. Braenderup; en donde
los pulsotipos indistinguibles pertenecen del serotipo S. Javiana en los carriles 7(A)-4,6 y
7(B).

4. DISCUSIONES

En este trabajo se evaluo la diversidad genética de los aislados de S. aureus y S. enterica
mediante el método de electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE), que es una técnica
de analisis epidemiologico de alto poder de discriminacion. En estos anélisis se demostro
gue en un corto periodo de diseminacidn, se realizo un cambio en las cepas predominantes
en la misma area geografica de los aislados de S. aureus. Ademas, el pulsotipo 11, fue el
mas predominante o frecuente en el primer periodo de colecta, en comparacion del segundo
periodo de colecta que existe una mayor heterogeneidad genética, ya que no existe un
pulsotipo predominante. Lo anterior sugiere la importacién de nuevos linajes genéticos en
nuestra region (Blanc, et al., 2007; Murchan et al., 2003; Prevost et al., 1992). Esto es
congruente con el modelo de granja familiar donde se colectaron las muestras, donde las
necesidades economicas rigen los movimientos de compra-venta de animales.
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En los aislados analizados de S. enterica por PFGE, se discriminaron 21 pulsotipos
diferentes entre 24 aislados de S. enterica (88% de aislados discriminados), proporcionando
un indice de discriminacion (D=0.95), este nivel de discriminacion sefiala a los serotipos
como aislados no relacionados epidemiolégicamente, esto por poseer una heterogeneidad
genética. Ademas, en la Fig. 3A. Carriles 4 y 5, se observaron serotipos que poseen idéntico
pulsotipo, lo cual pueden sefialarse como aislados relacionados epidemioldgicamente o
aislados con una relacién genética, como es el caso de los serotipos sefialados
anteriormente S. Antigeno Flagelar Rugoso y S. Anatum. Lo anterior probablemente se
debe al laborioso procedimiento de serotipificacién o que puede conducir a errores en la
identificacion. En otro caso, el serotipo S. Javiana no proporciono un pulsotipo visible o
distinguible, probablemente por la degradacion del ADN, debido a ADNasas; aparte de la
degradacion del ADN, la metilacion de ADN genomico, es debido a que la actividad
enzimética de Xba I, es blogueada por Metilasas en las secuencias de reconocimiento.
(Tenover, et al., 2006; Ribot, et al., 2006; Murase et al., 2004; Fendri et al., 2013; Wong et
al., 2006).

En conclusién, el método de caracterizacion molecular como la electroforesis en gel de
campos pulsados fue esencial para la discriminacion de bacterias patdgenas como S.
aureus; ya que nos permitié discriminar aislados. Se sugiere una relacion epidemioldgica
con el pulsotipo Il en el primer periodo de colecta por sus pulsotipos idénticos en
comparacion con el segundo periodo de colecta, que no poseen relacion epidemioldgica por
poseer heterogeneidad genética o pulsotipos diferentes. También, es posible no solo con la
identificacion de cepas sino también con el seguimiento de la predominancia de los
genotipos mas relevantes, establecer su relacion clonal (semejanzas genéticas) y la
transferencia en interespecies de los genes de virulencia que confieren las caracteristicas
patogénicas. En el caso de Salmonella, la discriminacion de los serotipos por PFGE
constituye una herramienta de mucha utilidad para estudios epidemiologicos, ya que se
podrian asociar los pulsotipos con los serotipos, y de esta manera sustituir el laborioso
método serologico, que implica contar mas de 250 antisueros para la identificacion de 2600
serotipos y a su vez reducir costos y tiempos en la discriminacion de los serotipos. Por ello
y dado que el indice de discriminacion (D) fue superior para el PFGE en comparacion con
la serotipificacion, se plantea utilizar el PFGE por ser mas sensible y menos laborioso,
como una herramienta para la reduccion y sustitucion de la serotipificacion, como un
método estdndar de caracterizacién de Salmonella, para lo cual es necesario seguir
ampliando nuestra base de datos para realizar la comparacion con la base de datos de
PulseNet International del Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC, USA).
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