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Los métodos de subtipacién molecular de microor-
ganismos son la base de los programas de vigilancia
epidemiolégica actuales.! Ellos permiten identificar los
subtipos moleculares de los microorganismos patégenos,
lo cual facilita su control y la toma de medidas para evitar
su diseminacion. La Electroforesis de Campos Pulsantes
(ECP) constituye el estandar de oro para la subtipacion
molecular bacteriana porque permite analizar el genoma
completo de las bacterias en un Unico experimento.?
Mediante la ECP es posible separar en forma de un
patrén de bandas los macrofragmentos de restriccion
del ADN gendémico de las bacterias. La comparacién
de los patrones de bandas de diferentes aislados de
una misma especie permite determinar las diferencias
genéticas entre ellos y clasificarlos en subtipos.? Strep-
tococcus pyogenes beta hemolitico del grupo A (BHGA)
es un patégeno humano de interés epidemiolégico que
es tipificado comtinmente por ECP* Sin embargo, el
requerimiento de disoluciones enzimaticas costosas
para preparar ADN intacto e inmovilizado de este mi-
croorganismo, los tiempos prolongados de incubacién
en dichas disoluciones que son necesarios durante
la preparacién de las muestras de ADN (2 a 3 d) y los
largos tiempos de electroforesis en los equipos de ECP
convencionales (20 a 24 h)° para resolver los fragmentos
de ADN digerido con enzimas de restricciéon, constituyen
limitaciones para que este procedimiento sea utilizado
rutinariamente en los laboratorios de microbiologia. El
uso de la minicAmara CHEF (Contour Clamped Homo-
geneous Electric Field) del equipo Guefast-06 (Neuronic
S.A.), el cual es una versiéon miniaturizada de los equipos
de ECP en el que se pueden aplicar campos eléctricos
elevados ha permitido reducir los tiempos de electrofo-
resis® y obtener en 5 h los cariotipos electroforéticos de

Entamoeba histolyticay Saccharomyces cerevisiae, asi
como los patrones electroforéticos de los macrofragmen-
tos de restriccién del ADN de Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Vibrio cholerae y Aeromonas spp.”™'!
Utilizando dicha minicAmara CHEF se desarroll6 un pro-
cedimiento que consume menor tiempo de corrida para
separar los macrofragmentos de restriccién del ADN de
cepas de Streptococcus pyogenes. Se propone también
un método semi-noenzimético en el que no se utilizan
proteasas para preparar las muestras de ADN intacto e
inmovilizado de dicho microorganismo.

Se inocularon 6 -10'*unidades formadoras de colonias
(UFC) de Streptococcus pyogenes ATCC 12384 en 100 mL
de medio caldo-cerebro-corazén y se cultivé durante
3 h con agitacién de 180 r/min en zaranda provista de
termostato a 37 °C . Las bacterias se colectaron por centri-
fugacioén, se decant6 el sobrenadante y el sedimento se lavd
con disoluciéon de lavado No.1 del BacKit (Neuronic S.A.). El
sedimento celular fue atemperado a 42 °C y se mezclé
con agarosa de bajo punto de fusion al 1,5 % en diferentes
proporciones, de modo que las concentraciones finales
fueran de 3, 2, 6 1 - 10'° células/mL . Dichas mezclas se
vertieron con la ayuda del set de accesorios del Guefast
-06 (Neuronic S.A.) en moldes que forman minibloques
de 3 mm x 3 mm x 0,7 mm (largo x ancho x altura). Para
lisar las células y desproteinizar las moléculas de ADN
en las muestras controles se utilizaron las disoluciones
enzimaticas descritas.’? Dichas muestras controles
se prepararon incubando los minibloques durante
16 h a 37 °C en disolucién de lisis compuesta por:
Tris-HCI1 10 mM, EDTA 100 mM, pH-7,6, lisozima
(Sigma) 1 mg/mL y mutanolisina (Sigma) 10 ug/mL .
Posteriormente, los minibloques se lavaron dos veces
con agua destilada estéril y se incubaron durante 16 h
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a b6 °C en la disolucién de desproteinizacién compuesta
por EDTA 100 mM pH 9,5, sarcosil 1 % y 1 mg/mL de
proteinasa K (Sigma). Seguidamente, los minibloques se
sometieron a pasos secuenciales de lavados: dos veces
con agua destilada estéril, seis veces con disolucién
de didlisis No. 6 del BacKit (Neuronic S.A.), durante
15 min cada vez a 45 °C; tres veces con disolucién de
didlisis No. 7 del BacKit (Neuronic S.A.) y una vez con
la disolucion reguladora de la enzima Smal recomendado
por el fabricante (Sigma), durante 10 min cada vez a 4 °C .
Las moléculas de ADN se digirieron por 16 h con 10 U
(unidades) de enzima de restricciéon Smal en 100 uL de
la disolucién reguladora recomendada por el fabricante
(Sigma). Los minibloques que no fueron utilizados se
conservaron en disolucién No. 6 del BacKita 4 °C. Los frag-
mentos de restriccién se resolvieron en un gel de agarosa
1,5 %, disolucién reguladora TBE 0,5X (Tris 44,5 mmol/L,
4cido boérico 44,5 mmol/L y EDTA 1 mmol/L. pH 8,3)
a 20 °Cy aplicando en la minicAmara CHEF del Guefast
-06 (Neuronic S.A.) 10 V/cm y una rampa de tiempos de
pulsos discontinua con una duracién total de 523 h 'y
compuesta por los tiempos y cantidad de pulsos siguientes:
25 sy 35;20sy45;15sy60; 10 sy 200; 5sy900; 3 sy 80.

Se determiné que la concentracién celular que rendia
cantidades de ADN adecuadas para visualizar patrones
de bandas nitidos y bien resueltos mediante transilumi-
nacién con luz ultravioleta de los geles era 2 -10° células/
mL (Fig. 1, carrilera A). Los patrones de bandas de los
macrofragmentos de restriccién con Smal del ADN de
S. pyogenes obtenidos en el Guefast-06 mostraron una
resolucion semejante a la descrita en la literatura, pero
se obtuvieron en 5,23 h a diferencia de las 20 h repor-
tadas en los equipos de ECP convencionales.’? Este
resultado evidencia que el Guefast-06 es una alternati-
va rapida para obtener los pulsotipos de S. pyogenes y
que las condiciones electroforéticas propuestas en este
trabajo pueden ser Utiles para la subtipacién de cepas
de este microorganismo. Para desarrollar la variante de
tratamiento semi-noenzimatico se inmovilizaron 2 -10'°
células de S. pyogenes ATCC 12384/mL de agarosa en las
condiciones descritas y los minibloques se incubaron
alternativamente con una disolucién que contenia una
sola enzima de lisis (lisozima o mutanolisina) o en com-
binaciones, manteniendo las concentraciones utilizadas
para preparar los minibloques controles. La desprotei-
nizacién se ensay6 por la via enzimatica, tal como se
describié anteriormente con los minibloques controles
y se comparé con la obtenida por una via quimica (no
enzimatica) empleando la disolucién de tratamiento
No. 4 del BacKit (Neuronic S.A.). Se probaron todas las
variantes de lisis con todas las de desproteinizaciéon sin
alterar los pasos de lavado descritos para las muestras
controles, procediendo posteriormente a la digestiéon
de las moléculas de ADN con 10 U de la enzima Smal
por minibloque. La corrida electroforética se realiz6
en la minicAmara CHEF en las condiciones descritas
anteriormente.

Los macrofragmentos de restricciéon con Smal del
ADN genémico de Streptococcus pyogenes, preparado
con las diferentes variantes de tratamiento se resolvié
siempre en 10 bandas que contenian moléculas con
tamanos entre 400 - 20 kb (Fig 1). La determinacién
in silico de los sitios de restriccién en la secuencia de
bases del ADN de una cepa de S. pyogenes del mismo
serotipo, M3,* que la utilizada en este trabajo generd
fragmentos con tamanos que coincidian con los ob-
tenidos en el patrén experimental. La intensidad de
las bandas difirié entre los patrones mostrados en las

diferentes carrileras. Las bandas en los patrones en las
carrileras A, D y F fueron més intensas con respecto a la
de los patrones de las restantes carrileras B, Cy E. Esta
diferencia de intensidad debe estar relacionada con el
empleo de dos enzimas liticas a la vez (carrilera A y D)
aumentando la cantidad de ADN liberado, sin embargo,
puede observarse que el empleo de una sola de ellas es
suficiente para obtener patrones nitidos (carrileras B, C,
E y F). El empleo de la proteinaza K que es un potente
agente desproteinizante también influye en la cantidad
y calidad del ADN liberado, mientras mas ADN liberado
mas intensidad de las bandas.

Las diferencias en la posicién de las bandas en los
diferentes patrones, debe estar relacionado con la can-
tidad de ADN liberado con los diferentes tratamientos,
ya que todos los minibloques proceden de un mismo
lote preparado de un unico cultivo celular y a una con-
centracién celular de 2 - 10 células/mL de agarosa en
el minibloque. Las combinaciones de enzimas liticas
y proteinasa K, como agente desproteinizante, liberan
mayor cantidad de ADN. No obstante, la sustitucién de
la proteinasa K por una disolucién compuesta solamente
por reactivos quimicos (disolucién No. 4 del Backit), li-
beré la cantidad suficiente de ADN para formar patrones
de bandas visibles después de la tincién con bromuro de
etidio (carrileras D-F).

Esta variante de tratamiento (semi-noenzimatica)
evitd el empleo de un reactivo costoso sin afectar el
valor informativo de los patrones. Todas las variantes
de tratamiento rindieron ADN de BHGA adecuado para
subtiparlo por ECP. De las variantes empleadas, la com-
binacion de lisis con lisozima (16 h) y desproteinizacién
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Fig. 1. Patron de bandas electroforéticas en el Guefast-06 del
ADN genémico de BHGA digerido con Smal. Cada carrilera
corresponde a una variante diferente de tratamiento de lisis: A,
D: lisozima + mutanolisina, B, E: lisozima, C, F: mutanolisina;
y de tratamiento de desproteinizacion: A, B, F: proteinasa K; D,
E, C: disolucion No. 4 del Backit. M: concatameros de ADN de
fago Lambda. Condiciones de separacion: minicamara CHEF
del Guefast-06, agarosa 1,5 %, TBE 0,5X, 20 °C, 10 V/cm, tiempos
de rampas de 25-3 s durante 5,23 h .
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con disolucién No.4 del BacKit (16 h) resulté el proce-
dimiento mas util por su menor costo para obtener los
patrones de bandas de ADN de Streptococcus pyogenes
digerido con Sma I. Este procedimiento de preparacién
de las muestras de ADN unido a la rapidez de obtencién
de los patrones de bandas en el Guefast-06 convierte al
método propuesto en una alternativa econémica para la
subtipacién de cepas de BHGA durante la realizacién de
estudios epidemiolégicos.
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