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1. Resumen.

P. aeruginosa es un microorganismo genética y fenotipicamente versatil, lo que le
permite expresar y reprimir la transcripcion de genes clave, dichos genes promueven la
variabilidad de fase, la secrecion de factores especificos de patogenicidad y esto le permite
sobrevivir en soluciones con bajas concentraciones de nutrientes.

P. aeruginosa es un microorganismo Gram-negativo, aerobio, movil, no fermenta
los azucares, reduce los nitratos a nitritos, es fisiologicamente versatil, estd ampliamente
distribuido en el suelo, agua, aguas residuales, intestino de mamiferos y en plantas. Este
microorganismo puede ser patégeno para el hombre, asi como también para otros seres
vivos incluyendo plantas, insectos y animales (4, 6-9, 44).

La infecciobn por P. aeruginosa esta generalmente restringida a pacientes
hospitalizados que presentan factores pre disponentes para adquirir la infeccion por este
microorganismo, como lo son la presencia de enfermedades de tipo maligno (cancer),
hematologico (neutropenia), metabolico (diabetes) o que presentan condiciones criticas
propiciadas por la instalacion de dispositivos como catéteres, sondas, ventiladores(29).

El estudio, identificacion y tipificacion de las diversas bacterias tanto a nivel local
como regional han permitido confirmar la presencia de los agentes infecciosos causantes
los brotes epidemiologicos. Pero el surgimiento y resurgimiento de nuevos agentes
patégenos mas resisten a los diferentes farmacos han ampliado y permitido el uso de
técnicas de tipificacion molecular como: ribotyping, reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR), amplificacion de fragmento polimorficos de DNA del inglés (random amplification
of polymorphic DNA RAPD), tipificacion de secuencias multilocus (multilocus sequense
typing MLST), electroforesis de campos pulsados (pulsed- field gel electrophoresis
PFGE)(30-45).

En este trabajo se desarrollo y estandariz6 un protocolo de tipificacion molecular
para campos pulsados para P. aeruginosa, permitiendo un gran ahorro en los tiempos asi
como en los costos de los reactivos utilizados en cada unos de los pasos del procedimiento
experimental (amplificacion, estandarizacion de inoculo, lisis, proteolisis y patrones de
corrimiento).

El desarrollo de este protocolo permitié la tipificacion molecular de 19 cepas de P.
aeruginosa procedentes de pacientes hospitalizados admitidos en unidad de cuidados
intensivos, nefrologia, hematologia y cirugia del hospital de especialidades del centro
médico nacional IMSS, Siglo XXI. Y nos permite observar y concluir que estas cepas
presentan una amplia diversidad molecular, ya que al analizarlos de acuerdo con los
criterios descritos por Tenover y Albeit no existe una relacion epidemiologica entre los
perfiles de estas cepas bacterianas. Del mismo modo estos datos nos sugieren observar con
mayor cuidado la diversidad en los perfiles y almacenarlos para poder utilizarlos en futuros
estudios, con la finalidad de prevenir la generacion y proliferacion de nuevas clonas con
mayor potencial patogeno.






2. Introduccion.

Son pocas las especies del genero de Pseudomonas que se consideran importantes
en la clinica, como lo son Pseudomonas aeruginosa, P. pseudomaller, P. mallei, P.
maltophilia (actualmente nombrada Stenotrophomonas maltophilia) vy Pseudomonas
cepacia (Burkholderia cepacia). Todas estas especies han sido asociadas con infecciones,

como patogenos oportunistas primarios en el huésped inmunocomprometido (1, 2).

P. aeruginosa es un microorganismo Gram-negativo, aerobio, movil, no fermenta
fos azucares, reduce los nitratos a nitritos, es fisiologicamente versatil, esta ampliamente
distribuido en el suelo, agua, aguas residuales, intestino de mamiteros y en plantas. Este
microorganismo puede ser patogeno para el hombre, asi como también para otros seres

vivos incluyendo plantas inscctos y animales (4, 6-9, 44).

En 1850, Sédillot cirujano tfrancés observo la formacion de pus de color azul en
vendajes de heridas en soldados lesionados. Asi como en 1860, ¢l médico Fundas aislé el
pigmento piocianina (de color azul). Para el 1862, el médico Liicke con el auxilio del
microscopio describio 1o que al parecer eran unos pequenos vibrios. Veinte anos después
cn 1882, el médico Gessard describe al microorganismo responsable de la pigimentacion
de las heridas. En 1900, el médico Migiila le proporciona ¢l nombre Pscudomonas
aeruginosa cuya etimologia de griego y del latin  Pseudos: talso, minas: unidad (falsa
unidad) y aeruginosa: aeruginus (rubor cobrizos) respectivamente. Con cl surgimiento de
las diterentes  téenicas de tipiticacion molecular se le ha colocado en cl grupo |, de

acuerdo con su perfil ribosomal (RNAT) (17).

En ¢l ano de 1986, de acuerdo con el Sistema Internacional de Tipificacion

Antigénica (ISAT) se logra la tipiticacion de 20 serotipos (33-35).

Para el ano 2000 se¢ publica la sccuencia completa del genoma de la cepa PAOI que

puede ser consultada el pagina (www.pseudomonas.com.) el cudl consta «de 5.9

megabases (Mb) (32, 42, 85) y csta tormada por 5570 genes (37).




2.1.1. Caracteristica Fisicas.

Gracias a las técnicas genéticas generadas en las ultimas tres décadas del siglo XX
P. aeruginosa se ha podido ubicada dentro del phylum; proteobacteria, en la clase:
gamamproteobacteria el cual es compartido con bacterias como Sa/monella, Shigella y E.
coli entre otras y en el orden: pseudomonasdaler y gracias a los avances en la tipificacion
molecular por el ribotipo (ribotipificacion) se le ubica a este microorganismo dentro de la
familia: pseudomonasdaceae, en el grupo: fluorecente, el cual comparte con P.

[fluorescecenens, P. putida (6, 9, 16).

¢ Reino:; Bacteria,

¢ Phylum: Proteobacteria.

e (Clase: Gammaproteobacteria.
e  Orden: Pseudomonasdaler.

e Familia: Pseudomonasdaceae.
e Género: Pseudomonas.

» Especie: aeriginosa.

Su mortologia, es descrita como un baston recto o ligeramente curvo con una
fongitud de 1.5-3.0 um, por 0.5-0.8 pm de ancho, es Gram negativo, no esporulado Figura
1, obtiene su energia de la oxidacion de azucares, no fermenta la glucosa por lo que se
agrupa dentro de los Bacilos Gram Negativos (No Fermentadores de Glucosa), posee un
flagcelo anico polar, crece en un amplio rango de temperatura entre 10 ° Ca 42 ° C, con un

intervalo optimo de 30°C a 37 °C (1-19).













2.1.3 Factores de virulencia.

P. aeruginosa es un microorganismo genética y fenolipicamente versatil, lo que le
permite expresar y reprimir la transcripcion de genes clave, que promueven la variabilidad
de tase y la secrecion de factores especificos de patogenicidad. Esto le permite sobrevivir
tanto en soluciones con bajas concentraciones de nutrientes o en soluciones con
concentraciones elevadas de compuestos organicos complejos como el petroleo y algunos
de sus derivados como la gasolina. Por otro lado esta habilidad de controlar la produccion
de proteinas, lipidos y carbohidratos complejos se refleja en su alto nivel de colonizacion y

proliteracion en insectos, plantas, animales y el hombre (1-23,29).

A nivel hospitalario se ha logrado el aislamiento de diversas cepas bacterianas de P.
aeruginosa que presentan un amplio rango de similitudes y difcrencias fenotipicas
(produccion de alginato), bioguimicas (resistencia a antimicrobianos) y antigénicas
(seroespecificidad) lo que le permite mimetizar su patigenicidad y facilitar la colonizacion
en un reducido numero de organismos como la cepa PAO! o con la capacidad de colonizar

y comprometer la salud de grandes poblaciones como la PA14 (31-35, 42).

La patogenicidad de la bacteria es resultado de la presencia de varios tactores de
virulencia secretados y asociados a su superficie. Los antigenos mejor estudiados en los
ultimos anos, son las protcinas complejas que forman las estructuras asociadas a la
superficie, entre las que se encuentran: pili, tlagelo, lipopolisacarido, alginato y la
produccion de un sistema de secrecion tipo 11 (SSTT). Este Gltimo que se encarga de
introducir directamente proteinas efectoras conocidas como  exotoxinas como la Exo U
(tosfolipasa) y Exo S (ADP_ribosilasa) al citoplasma de la célula huésped. Ef sistema de
secrecion tipo 11 (SSTT) depende de la interaccion con la célula eucariota (tisular) ya que
¢s un mecanismo clave para la invasividad y citotoxicidad, los productos secretados por
este sistema incluyen: toxinas de bajo peso molecular como fenazinas, rhamnolipidos.
cianida, enzimas ribosilantes de adenocin ditostato (ADP), produccion de una elastasa, una

exotoxing A, una tostolipasa y una proteasa alcalina. La gran mayoria de los gencs que






2.1.4 Lipopolisacarido.

Lipopolisacarido (LPS) cubre ampliamente la superficie cetular de P. veruginosa y
contrario a lo observado en las enterobacterias, estd compuesto de tres estructuras
quimicas diferentes la banda A (), Corazon o Core y la banda B ([§) cada una con
especiticidad antigénica. La banda A es la endotoxina con una estructura antigénicamente
comun a todas las cepas de Pseudomonas. El Corazon (Corc) se encuentra entre ambas
bandas y presenta una actividad antigénica muy inferior. La banda B o serotipo 3 es el
antigeno somatico especitico O, el cual es termoestable y caracteristico de la especie
pseudomonas, es el principal componente  antigénico y la base para el sistema de
seroespecificidad somatica (especificidad de grupo O). Este determinante de antigénico le
da a la bacteria capacidad de adherirse a los tejidos epiteliales, le confiere resistencia a la
fagocitosis, a la accidon de anticuerpos y al sistema del complemento. De acuerdo con el
Esquema Internacional de Tipificacion Antigénica se distinguen 20 tipos del antigeno O™
(del O:1 al 0:20), al mismo tiempo se han hechos estudios donde se confirma la existencia
de una asociacion entre la banda [ y ¢l tipo de infeccidn en pacientes con infeccion cronica
infeccion urinaria persistente, en pacientes con neumonia y en particular con pacientes con

fibrosis cistica (23-26, 28, 52).

2.1.5. Exotoxina A.

La exotoxina A (toxA) cs coditicada por el gen rox 4. el cudl es regulado porlos
genes regd y regB, su expresion es estimulada por la presencia de bajas concentraciones
dec metales en el medio. La toxina tienc un peso molecular de 71,500 Daltons (Du) y sc
compone de dos subunidades (A y B) con su dominios respectivo. La unidad B tiene un
peso de 37,000 Da, presenta los subdominios R y T. El dominio R es ¢l responsable de la
umon al  receptor de la c¢lula eucariota blanco. Mientras que el dominio T permite Ta
translocacion de la unida A al interior de la célula. La unidad A tienc un peso molecalar de
21,000 Da, presenta un solo dominio denominado C. que cs la parte activa de 1a toxina, con

un mecanismo de accion muy similar a la toxina diftérica (9).

N
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La toxina A es letal a bajas concentraciones (DLso<0.01 mg/Kg), esta proteina
penetra en la célula blanco por un mecanismo de endocitosis, formando una vesicula con un

pH bajo, es considerada el factor de virulencia mas importante que actia por dos vias:

e Disminuyendo ¢l consumo de oxigeno e inactivando a las mitocondrias

e Inactivando el factor de elongacion 2 (EF-2), componente esencial para la
elongacion de cadenas polipeptidicas a nivel ribosomal. Produce destruccion
tisular, inhibicion de la sintesis proteinas, interrumpe la actividad celular y la

respuesta de macrofagos (3, 9, 10).

1.1.6. Exotoxina S.

La exotoxina S (exo S) es una proteina citotoxica y con actividad de ADP-
ribostlasa en diversas estructuras intracelulares, como la vimetina del citoesqueleto, en las
proteinas (Ras, Rab5, Ral4 y Rap) que se enlazan con ¢l trifosfato de guanosina (GTP) de
pequena proteina G causando la muerte celular, Pucde funcionar también como una
adhesina que permite la union de los glicolipidos sobre ¢l epitelio respiratorio, protege a la
bacteria contra el ataque de polimortonucleares (PMN) y macrofagos. Esta proteina
citotoxica presenta gran importancia epidemioldgica va que se relaciona en un 40 % de las

infecciones en pacientes con quemaduras de tercer grado (9, 48).
















2.1.12. Elastasa.

P. aeruginosa produce dos tipos de elastasas: elastasa alfa a (LasA) v la elastasa
beta B (LasB) que actian concertadamente en los enlaces peptidico de la elastina, la red

de colageno y la fibronectina (28).

La elastasa A actua cortando a la elastina y favoreciendo la accion de la LasB (que es una
zinc metal proteasa de matriz 2 [MMP-2]). A altas concentracion estas proteinas degradan
los componentes del complemento C1, C3b, la transterrina (liberando el hierro al medio
extracelular), generando radicales hidroxilos, inactiva al interferén y (IFNy), al factor de
necrosis tumoral (TNF), a los anticuerpos IgA, e 1gG, la interleucina 2 (I1L-2), inhibe la
quimiotaxis de leucocitos polimorto nucleares (PMN), reducen actividad de las células
asesinas naturales (NK), inactiva al tactor de complemento C1. En las células de la cornea
producen queratitis, en pacientes con ftibrosis cistica degrada la colagena tipo 1V para

exponer receptores al ataque bactertano en las mucosas pulmonares intertiriendo con su

funcion (28,51).

2.1.13. Rhamnolipidos.

La estructura molecular de los rhamnolipidos (bio-sultactantes) no tue identificada
hasta 1965 y no es quc hasta ¢l ano de 1990 que son identiticados por primera vez ¢n P.
aeruginosa, estos compuestos quimicos estan contormados por grupos de mono y di-
rhamnosa unidos a acidos  grasos  de  diferente  longitud,  principalmente
polohidroxialcanoatos( PHA), siendo los mas conoados |-rhamnosil-3-hidroxidecanoil-3-
hidroxidecanoato (imono-ramnolipido) v 1- rhamoosil-1-rhamnosil-3-Hidroxidecanoil-3-
hidroxidecanoato (diramnolipido) Figura S. Estas moléculas con propicdades tensoactivas
son capaces de reducir fa tension superlicial, favoreciendo la formacion de emulsiones.
tacilitan la solubilidad de sustancias msolubles (alcanos de cadena ramiticada), que le

permite a P. acruginosa la utilizacion de carbohidratos complejos (62).









2.1.14. Sistema de secrecion tipo tres.

El sistema de secrecion tipo 1 (SSTT del inglés Type [Il  Secretion Tystem
TTSS) es principalmente un complejo sistema de inyeccion de proteinas (citotoxinas)
transmembranales, utilizado por las bacterias Gram negativas (P. aeruginosa, Salmonella
spp, Shigella spp.), jucga un papel muy importante en la infeccion aguda. EI SSTT esta
coditicado por mas dc 40 genes que coordinan la expresion del aparato de sec'reci(')n, las
toxinas y los reguladores, El aparato de secrecion en P. aeruginosa esta conformado por
30 proteinas de las cuales las mas estudiadas son C, D, F,J, N, L, Q, R, T, Sy V, y que se
subdividen en tres secciones el cuerpo basal (D, J, L, N, Q, S, T, U, V) que se encuentra
unido a la membrana interna: el sistema de secrecion conformado por Ysc C (por
Yersiniae secretor sistema) y el sistema de inyeccion (aguja) YopB, D Figura 7. Las
toxinas secretadas por este sistema son Exo S, Exo T, Exo Y y Exo U, por Gltimo el
activador transcripcional ExsA. El cudl es coditicado dentro del operdn exsCEBA. El
gen ExsD es codificado por el operon exsD-pscBL y cuya actividad es la de represor de
Exs A. La fijacion de ExsD a ExsA es prevenida por ExsC que es coditicada por el primer
gen del operdn exs CEBA. Los mecanismos que favorecen la expresion de esté sistema de
secrecion  son la asociacion de la adenilatocicla B (CyaB) de la membrana, Sensing
quorum (Rhll / RhiR) y tRNA pseudourin sintetasa, asi como las baja concentraciones de

Cat (48, 58-00).







2.1.15. Alginato.

El alginato o biofilm es la estructura de soporte para las microcolonias, esta
formado por dos tipos de acidos alginicos, constituidos por unidades monoméricas (acido
acetil-D-manurénico [M], y el é4cido-L-gulurénico (G) que se agrupan en bloques de
secuencias MM, MG, unidos por enlaces glucosfdicos B (1-4); y bloques GG, GM, unidos
por enlaces glucosidicos @ (1-4)* Figura 8. Las senales claves para la sintesis de alginato
son las altas concentraciones de iones Na, Cl, Cay Ky un complejo jerarquico que incluye
al factor sigma o”" el cual es un miembro de la superfamilia sigma a® extracitoplasmaticos.
La activacion del factor sigma o es modulada por gen muc4BCD, el cual es codificado
por el operon algT. El autorregulador algl promueve e induce la activacion de cuatro
genes algd, algB, armZ, y al D que codifican las enzimas necesanas para la biosintesis del

alginato (33).

Alginato

-c&dan L-ghiuronico

Q
OHDDH OH QHCDH OH
cooH 4 6 0
g, H N
OH 039 \
COOH

Qg

OH acia D-Mannw enivo

Figura 8. Los alginatos son las sales del acido alginico, polisacarido lineal constituido por dos
unidades monoméricas. ¢l dcido -D-manuronico (M) y el dcido -L-gulurénico (G). Estos se
agrupan en bloques de secuencias MM. MG, unidos por enlaces glucosidicos B (1-4): y bloques \
GG. GM. unidos por enlaces glucosidicos o (1-4)*..

El alginato (limo) forma la matriz de la biopelicula Figura 9, la cual es una

estructura de soporte, defensa y de comunicacion entre células, presenta canales que le
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2.1.17. B-Lactamasas.

Los principales mecanismos de resistencia a antibidticos en P. aeruginosa son la
produccién de {3-lactamasas, las cuales se vinculan con la presencia de plasmidos, dichas
enzimas hidrolizan el anillo B-lactamico formando derivados aciclicos incapaces dc unirse
a los sitios diana en la membrana de la célula bacteriana. De acuerdo con la clasiticacton
propuesta por Bush Jacoby Mereires en 1995 P. aeruginosa presenta diferentes tipos de f3-
lactamasas: las SHV-1 y TEM -2 son B-lactamasas de clase A y grupo 2b, éstas son
capaces de hidrolizar cefalosporinas de primera generacion y se encuentran ampliamente
distribuidas en cepas aisladas de Francia; las SHV 2-12 y TEM 3 que pertenecen a la clase
A y grupo 2be, que hidrolizan a las cetalosporinas de primera a tercera generacion y tienen
actividad predominantemente en Alemania y Francia; PSE 1-4 perteneciente a la clase A y
grupo 2c, con actividad sobre penicilinas; IMP-1 y L-1 CcrA son de clase B y grupo 3, con
actividad sobre penicilinas, cefalosporinas de primera a tercera generacion y carbapenemes:
AmpC, MIR-1, MOX-1 y FOX-1 pertenecen a la clase C y grupo 1, presentan actividad
muy marcada sobre cetalosporinas; OXA [-10 son de la clase D y grupo 2d, que actian
sobre penicilinas y se encuentran ampliamente diseminadas en Francia; OXA 11-21 son de
clase D, grupo 2de, inhiben penicilinas, isoxazolpenic, y cetalosporinas, un resumen de
cstas enzimas de en la Tabla 2. Estas B-lactamasas a su vez se subdividen en dos tipo:
Amp-C (codificado por la misma bacteria) y las B-lastamasa de espectro extendido (BLEE)
que son codificadas por plasmidos, las BLEE mas frecuentes son PSE-1, PSE-4 y PER-]
que oftecen  proteccion contra  ceftidima pero son sensible a clavulanato y son
identificadas principalmente en Turquia. Las [3-lactamasas TEM, SHV y OXA son
resistentes @ monolactamicos, penicilinas y cetalosporinas, pero son inhibidas por
carbapenémicos. Existen méralo B-lactamasas, como: IMP, SPM, GIM y VIM (en Europa)
que  hidrolizan las penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, Sin embargo. sc a
obscrvado que cepas aisladas en Japon presentan enzimas que no hidrolizan al aztrconam

(29.40).







2.1.18. Bombas de expulsion.

Uno de los mas complejos sistemas de control que le permite a la célula eliminar a
sustancias extranas son los complejos proteinicos denominados bombas de expulsion que
son codificados por multiple expulsion genes (mex), entre los que destacan los sistemas
MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN y MexXY-OprM. EL complejo proteinico
mas conocido en Pseudomonas es MexAB-OprM que es activado por la presencia
ciprofloxacino el cual es expulsado fuera de la células contra un gradiente de
concentracion. Este complejo proteinico de expulsion también es activo para otros farmacos
como los B-lactamico, cloranfenicol, quinolonas, macrolidos, noboviocina, sulfonaminas,
tetraciclinas y trimetropim. La expresion de la proteina MexEF-OprN confiere resistencia a
quinolonas, carbapenicos (meropenem e iminopenem). El sistema de expulsion MexAB-

OprM contribuye a la resistencia intrinseca a beta-lactdmicos (excepto imipenem) (29, 53).

2.1.19. Porinas.

La presencia de una gran variedad de proteinas de membrana le periniten  P.
aeruginosa que controlar el tlujo y la permeabilidad de una amplia variedad de sustancias,
estas proteinas forman canales (poros) con didmetros que oscila entre los 0.5 a los 2.4
nanometros (nin). Las sustancias transportadas por estos canales hidrohilicos, gracias a un
intercambio  pasivo entre el interior y el exterior por ¢l gradiente de concentracion
dinamico permiten a la célula transportar sustancias  pequenas como los azucares,
peépticos, iones organicos y tarmacos (P-lactamicos, aminoglucosidos). Las principales
proteinas de membrana es la OprF que funcionan como una cticiente ruta de absorcion. Sin
cmbargo, una pequena fraceidon de estas proteinas (porinas), tiene preferencia por los
carbohidratos de Di, Tri y Tetra sacaridos OprB. También P. aeruginosa presenta porinas
OrpF, especificas para fosfato. La tamilia de las porinas OrpD presentan una predileceion
para el ortotosfato, aminoadcidos basicos, dipéptidos, piroglutamato lo que le permite

ampliar su rango de actividad ante diferentes tarmacos (68).




2.1.20. Pigmento.

P. aeruginosa produce piocianina (l-hidrixi-5-metil-fenacina), un pigmento
fluorescente de color azul-(azul-verde en agar cetrimida, azul en agar King A), con
actividad redox perdxido dismutasa, cuya reaccion quimica produce radicales superoxido
(0s-), peroxido de hidrogeno (H20») derivados de la reduccion de O en presencia de Fext,

que es capaz de mata a las células tisulares asi como bacterianas.

Esté pigmento se encuentra en €l esputo de pacientes con fibrosis quistica a una
concentracion 107°M, contribuye como factor de virulencia y de colonizacion al interferir
con el sistema mucociliar al frenar la frecuencia de movimiento ciliar y promover la
alteracion del epitelio respiratorio. También se ha asociado en 90% con la caida o
detrimento de AMP ciclico y en un 60% ATP, la produccion de este pigmento por parte de
la bacteria favorecer la produccion de proteinas de fase aguda y choque (shock) séptico y
en la disminucién de [L-1, [L-2, receptor de [L-2 por los linfocitos T, FNT y secrecion de

anticuerpos (64-67).
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Figura 11.Piocianina (|-hidrixi-5-metil-fenacina), un color azul-(azul-verde en agar cetrimida, azul en
agar King A), con actividad redox (peroxido dismutasa) que mata a las células bacterianas por la
produccion de radicales superdxido (O.-), peroxido de hidrogeno (H-0s) derivados de la reduccion de O.

en presencia de Fes+.




2.1.21. Epidemiologia.

Las infecciones adquiridas a nivel nosocomio ocurren en su gran mayoria en
pacientes que han sido sometidos a procedimientos invasivos previo como: {a aplicacion de
sonda uretral (sonda de Foley), la traqueotomia, la puncion lumbar, la aplicacion de
catéteres intravenosos, la venoclisis, la instalacion de ventiladores mecanicos para la
respiracion asistida y operaciones quirurgicas, entre otras. Por otro lado los pacientes
hospitalizados por periodos prolongados llegan a ser susceptibles a la inteccidén por
Pseudomonas después de recibir tratamientos con agentes inmunosupresores, corticoides,
antimetabolitos, antibioticos, asi como radiaciones. Los pacientes hospitalizados pueden
adquirir la bacteria por medio de contacto directo con el personal del hospital o por medio

de vectores inanimados utilizados en el ambiente hospitalario (3-5).

Existen una gran variedad de fuentes de infeccion dentro del hospital, las cuales
actuan como vectores transitorios en las infecciones por Pseudomonas como son: las
soluciones que se aplican por venoclisis, las soluciones oftadlmicas, las soluciones
desinfectantes (cloruro de benzalconio, soluciones fendlicas) y detergentes (hexaclorofeno,
dextran) cmpleadas irdnicamente para propiciar zonas asépticas en la piel o en las
diferentes superficies del hospital, otros son las crema de manos, las lociones para el
cuerpo, los articulos personales del paciente, e instrumentos como las pinzas, termometros,
aspiradores, nebulizadores, incubadoras, ropa de cama, tinas de hidroterapia y fisioterapia
(3-15, 18-23).

Por otro lado, los pacientes desarrollan infccciones de origen endogeno, por
bacterias presentes en la picl, tracto respiratorio, tracto digestivo o en el tracto genito-
urinario. En la poblacion general se ha encontrado la presencia de P aeruginosa en ¢l
tracto gastrointestinal en una baja proporcion que no altera la vida ni la salud de los
portadores. Pero a nivel hospitalarie, los pacientes portadores s¢ convierten en la mayor
fuente de contaminacion y de diseminacion del agente patdgeno produciendo infecciones
endogenas. Y del mismo modo son a fuente de contaminacion de su ropa de cama, la ropa

del personal y del equipo médico (6, 7).



















Amplificacion de fragmento polimorticode DNA del ingles (Random amplification of
Polymorphic DNA RAPD), tipificacion de secuencia multilocus (Multilocus sequense
Typing MLST), electroforesis de campos pulsados PFGE (del inglés Pulsed- Field Gel
Electrophoresis {3 1-40).

La identificacion por Ribotipo (Robotyping) de P. aeruginosa, se basa en la digestion del
ARN ribosomal con la enzimas especifica de restriceion pyu/f para el operéon irn. El cual
codifica para las tres clases de ARNr (23-S, 16-§, 5-S) y permite analizar el polimortismo
en los fragmentos de restriccion especificos para cada especie y cuya aplicacion es

ampliamente utiliza en la clasificacion taxonomica (75).

Por otro lado la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en todas sus variantes,
solo permiten el analisis de una minima parte de todo el cromosoma bacteriano, siendo
muy utilizada en la deteccion (amplificacion) de genes que codifican proteinas especificas,
como las Metalo- beta Lactamasas bla jmp y bla vim_ y permite identificar su relacion
molecular en base a los genes que se buscan. Es un método que utiliza cebadores
(Iniciadores) de 21-25 pares de bases, es rapida y detecta pequenas variaciones en el
cromosoma (presencia y ausencia), la técnica tiene la desventaja no analizar el cromosoma
completo y no es especifica para el género (especificidad limitada por el iniciador), por lo
que no es utihzada como medio de andlisis de dispersion clonal y tiene que ser

estandarizada en cada laboratorio tanto en equipo, iniciadores, ciclos y reactivos (74).

Del mismo modo la técnica RAPD o amplificacion al azar dc fragmentos
polimorfitos de DNA permite la identificacion de cepas, en base a la amplificacion de

scgmentos generados por los iniciadores (44).

D¢ mayor complejidad de planteamiento, desarrollo y analisis es la téenica MLST &
Tipificacion por secuenciacion de genes, dicho procedimiento  se basa en al analisis de
sicte genes que se en cuenten lo mas repartidos posible en el cromosoma y que no estan

Hlanqueados  por genes que codifican  proteinas sometidas — a presion










3.JUSTIFICACION.



3. Justificacion.

En México como en otros paises las infecciones intrahospitalarias son un problema
grave, generando altos indices de morbilidad y mortalidad, por lo que es necesario
identificar y caracterizar a las cepas involucradas en infecciones en el paciente

hospitalizado, para poder implementar medidas de control, prevencion y tratamiento.

En México son pocos los estudios de tipificacion molecular para P. aeruginosa y los
estudios de caracterizacion por campos pulsados a nivel hospitalario que permitan dar
seguimiento confiable al gran nimero de agentes infecciosos, con una amplia resistencia a
farmacos que generan cuadros clinicos complejos y dificiles de tratar. La bacteria P.
aerugunosa es uno de los agente patogenos que mas se han aislado de pacientes
inmunocomprometidos e inmunosuprimidos asi como en muy diversas areas dentro de las
instituciones médicas. Por lo que, es necesario el desarrollo y la implementacion de
técnicas de caracterizacion bacteriana mas completas, que permitan ir mas alla de la

caracterizacion fenotipica, para confirmar:

(S1 hay una relacion molecular y epidemioldgica entre los diversos aislados responsables de

brotes infecciosos intrahospitalarios?

(Son clonas?

(No hay relacién molecular entre las cepas?

En esta tesis se plantea la estandarizacion de un protocolo para de tipificacion
molecular, utilizando la técnica de electroforesis de campos pulsados (PFGE) y poder
caracterizar 19 cepas de P. aeruginosa aisladas de diferentes fuentes clinicas, responsables
de infecciones en pacientes ingresados en el hospital de tercer nivel (Hospital de

Especialidades del Centro Médico Nacional IMSS. Siglo XXI).



2. OBJETIVOS.



4. Objetivo general.

Estandarizar el método de electroforesis de campos pulsados (PFGE) para la
caracterizacion de cepas de P. aeruginosa aisladas de pacientes con infecciones

intrahospitalaria.

Objetivos particulares:

e Cultivo, crecimiento e identificacion bioquimica de las cepas de P.
aeruginosa.

e Establecer un protocolo para la estandarizacion de la técnica de
electroforesis de campos pulsados (PFGE) en cepas de P.
aeruginosa.

e Caracterizar a las cepas de P. aeruginosa con base a sus patrones de
restriccion cromosdmica, utilizando la enzima de restriccion Spe |I.



S. MATERIAL Y METODOS.



5. Material y métodos.

Se caracterizaron 19 cepas de P. aeruginosa procedentes del mismo nimero de
pacientes hospitalizados, admitidos en diferentes servicios (Unidad de Cuidados Intensivos,
Nefrologia, Hematologia y Cirugia) del Hospital de Especialidades del Centro Médico
Nacional IMSS. Siglo XXI. Las cepas fueron aisladas de diferentes muestras clinicas (14 de
lavado bronquial, 5 de expectoracion) durante un periodo aproximado de un afo (2005 a
2006), Tabla 4. Cada uno de los aislamientos fue identificado en el laboratorio de
microbiologia del mismo hospital, con base a estandares y al sistema automatizado (Vitek).
Las cepas de P. aeruginosa fueron donadas generosamente por el Dr. Luis Casanova y el
Dr. Gerardo Gonzalez Valencia del hospital de especialidades del centro Médico Nacional
Siglo XXI. Todas las cepas fueron almacenadas por duplicado en caldo brucella con

glicerol al 10% en un ultra- congelador a -70°C, hasta su procesamiento.



Tabla 4. Listado de cepas de P. aeruginosa donadas por el Dr. del Hospital de Especialidades del

Centro Médico Nacional IMSS. Siglo XXI.

ORIGE DE LA MUESTRA

PROCEDENCIA

EXPECTORACION 07-11-05
2. 2793 BRONQUIAL 25-10-05
3. 2685 EXPECTORACION 07-10-05
4. 2801 EXPECTORACION 26-07-05
5.2968 BRONQUIAL 24-11-05
6. 2821 EXPECTORACION 01-11-05
7. 2376 BRONQUIAL 10-08-05
8. 2382 BRONQUIAL 10-08-05
9. 2421 BRONQUIAL 17-0808
10. 2481 BRONQUIAL 31-08-05
11.2508 BRONQUIAL 05-09-05
12. 2643 BRONQUIAL 30-09-05
13.2993 BRONQUIAL 28-11-05
14. 1968 BRONQUIAL
15. 2045 BRONQUIAL 07-12-05
16. 2844 BRONQUIAL 04-11-05
17.2662 EXPECTORACION 05-10-05
18. 2744 BROMQUIAL 17-10-05
19. 2869 EXPECTORACIOM 09-11-05
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Electroforesis de campos pulsados (PFGE)

Todo protocolo de tipificacion molecular para campos pulsados se conforma

basicamente por los cuatro pasos siguientes:

l. Preparacion del paquete bacteriano.
2. Estandarizacion de Paquete bacteriano.

Elaboracion de los bloques (plug’s) de agarosa con el paquete bacteriano y

restriccion del DNA cromosomico.

4. Electroforesis.

1.1 cultivo de las cepas de Pseudomonas aeruginosa.

Las cepas ya perfectamente identificadas, se descongelaron en grupos de diez en
diez, introduciendo los viales en hieleras para evitar su brusco descongelamiento, una vez
lograda la descongelacion se homogenizo el paquete bacteriano con una asa bacteriologica
estéril, se tomd una pequena alicuota que después se deposité en placas de agar Agar
Sangre y Agar Mac Conkey previamente marcadas, para ser sembradas por estria de
aislamiento. Las placas fueron colocadas en incubaciéon a 37° C por 24 horas, en
condiciones de aerobiosis. Al termino de la incubacion se observo el crecimiento bacteriano
comprobando la presencia del cultivo puro “un solo tipo de colonia” (colonias grandes de
bordes regulares, translucidas color grisdceas con centro oscuro, la mayoria de las cepas
producen un resplandor metalico, colonias mucoides o lisas por la produccion de alginato).
Se tomd una sola colonia para hacer frotis y tincion de Gram. Confirmandose la presencia
de bacilos Gram negativos, se realizo la prueba de oxidasa (Oxidase For In vitro
Diagnostic DrySlide™ Disco Laboratorios Detroit Michigan 3530-31) confirmando que se
trataba Pseudomonas aeruginosa (oxidasa positiva). De la placa de agar sangre se tomd

una colonia que se resembro en un vial de gelosa especial, el cual se incubo a 37° C por 15



horas. El crecimiento bacteriano logrado en éste vial, se ocupo como cepa de trabajo y

poder realizar con ella los ensayos posteriores.

1.2. Preparacion del paquete bacteriano.

Cada una de las cepa de P. aeruginosa se trabajo por separado bajo el siguiente
protocolo: Se tomd una muestra (utilizando una asa bacteriologica estéril) de la cepa de P.
aeruginosa conservada en el vial de trabajo (gelosa especial) y se inoculo en 5 ml de
medio de caldo Luria contenido en un tubo de tapén de rosca, el cual se incub6 en agitacion
a 250 rpm (8.g) a una temperatura de 37° C por 15-16 horas. Para el estudio de tipificacion
molecular por campos pulsado se utiliza material genético que pertenezca a la fase de
crecimiento logaritmico, por lo que el sembrado y la recolecta de bacterias se han de hacer

aproximadamente antes de 18 a 20 horas de crecimiento (30-41).

2. Estandarizacion del Paquete Bacteriano.

Terminado el tiempo de incubacidn, se tomd una alicuota de 1.5 ml del tubo anterior
(tubo que contiene los 5 ml de caldo luria y la bacteria en crecimiento) y se deposité en un
tubo Eppendorf, el cual se centrifugé a 13000 rpm (16,438 g) durante 3 minutos para
recuperar el paquete bacteriano (botdn/peller), se desechd el sobrenadante y se repitio la
operacion dos veces mas en el mismo vial. Una vez obtenido el paquete de bacterias, éste
fue lavado por trabajo mecanico con la micropipeta con 500ul de soluciéon PIV* frio
(resuspendiéndolo cuidadosamente en la solucion PIV) para nuevamente centrifugarlo por 2
min. Los lavados se repitieron cinco veces, con la finalidad de retirar al maximo las metalo-
protreinas, DNAsas y residuos del biofilm (alginato) formado durante el crecimiento

bacteriano (31,32).

Por ultimo el paquete bacteriano fue ajustado con solucion PIV a una densidad
optica de 5 DO 6 OD en un espectrofotometro UV-visible (Tecan GENios con el programa

Megella2) a una longitud de onda de 620 nandémetros (nm).



3. Elaboracion de bloques de agarosa con el paquete bacteriano y restriccion del

DNA cromosomico

Se hicieron bloques de agarosa al 1.5%, mezclando en un frasco 0.075g agarosa de
bajo punto de fusion tipo Sea plaque BIORAD con 5.0 ml de solucion PIV. La mezcla de
agarosa y PIV se calent6 hasta su ebullicion en la flama de un mechero, el frasco con la
mezcla hervida fue depositado en un baiio metabdlico (bafio Maria) a 50°C de temperatura
para conservar la agarosa sin fusionar y poderla utilizar en la construccion de los bloques.
Por otro lado, se tomo una alicuota de 200 pul del paquete bacteriano estandarizado (5 D O a
620 nm de longitud de onda ) y se deposité en un tubo Eppendorf nuevo (debidamente
marcado con el nimero de cepa que se estaba trabajando) este tubo se coloco en el bano
metabolico a 50°C durante 10 minutos, (este paso es muy importante ya que si las dos
muestras [agarosa y paquete bacteriano], no se encuentran a la misma temperatura, no
habra una correcta homogenizacion entre ambas). Por ultimo se mezclan en un tubo
eppendorf 200 pl de agarosa y 200 upl del paquete bacteriano (teniendo cuidado de
homogenizar perfectamente) y la mezcla se deposita inmediatamente en moldes para
bloques (BIO-RAD), permitiendo su solidificacion. Los bloques agarosa-bacteria son
colocados en refrigeracion por 10 minutos para lograr una perfecta solidez. Este paso
permite encapsular el material genético, sin provocar fracturas y alteraciones que pudieran
generar errores por la manipulacion (30-40).

La lisis de los bloques

Los bloques de agarosa (aproximadamente 4) fueron colocados en un tubo Falcon
con 5 ml de solucion de lisis EC-Lisis, e incubados en bafo Maria a 37° C por 3 hrs.
Nuevamente se cambia la solucion de lisis EC-Lisis prolongando el tiempo de incubacion a
12 hrs para limitar el efecto malla que el alginato produce, ya que éste altera la actividad

tanto de las enzimas, como de los detergentes (32).



Desproteinizacion.

Concluido el periodo de incubacion de la lisis (con ayuda de guantes y gasas
estériles) se desechd la solucion de lisis por decantacion, y se agregd al tubo con los
bloques 5 ml de la solucion desproteinizante ES-PK, donde la concentracion final de
proteinasa K es de 0.001mg/ml. Los bloques con la solucion se incubaron a 50°C durante

la noche (12 hrs) en bafio Maria (36).

Al dia siguiente se desecho la solucion desproteinizante y se sustituyd por una nueva (para

asegurar la total desproteinizacion de los bloques).

Lavados.

Con ayuda de guantes y de gasas estériles se decantd la solucion anterior
(desproteinizacién) y se agregd 25mL de solucion buffer TE (Tris 0.01M, EDTA
0.001M). Los tubos fueréon colocados en posicion horizontal, en un agitador angular,
dentro del cuarto frio (a 6° C) durante 1 hora. El cambio de buffer TE se realizé por lo
menos ocho veces, lo que permitié la eliminacion de restos celulares y de proteinaza K,

minimizando y eliminando la aparicion de sombras en el perfil (30-42).

Restriccion del cromosoma bacteriano.

Cada bloque fue cortado horizontalmente por la mitad y se colocd en un tubo
Eppendorf donde se agreg6 la mezcla de restriccion: 10 unidades de enzima Spe I, 10ul de
buffer de la enzima 10X, y 89ul de agua para PCR (agua destilada libre de RNAsas,
DNAsas, GIBCO invitrogen), los tubos con el mezcla de restriccion fueron incubados en
bafio Maria a 37° C por 18 horas. Se utiliz6 una segunda cepa bacteriana Salmonella
Branderup H9812 (estandar global Pulse Net) como marcador interno, ésta cepa fue cortada

con la enzima Xba | (5-T/CTAGA-3") que genera 18 bandas con un tamaiio de (20.5 Kb



a 1135 Kb) y sirvié de parametro para establecer el tiempo y los pulsos a utilizar en el
protocolo. La enzima Spe | (una enzima de corte poco frecuente ya que reconoce
secuencias especificas [5° A/CTAGT -3’] corta el cromosoma de P. aeruginosa en 37
sitios, generando 38 fragmento cromosomales de aproximadamente 4.909Kb a 539.862Kb)

(http://insilico.ehu.es/digest/index3.) (72).

Montado del Gel.

Se preparé un gel de agarosa al 1.0% (agarosa especial para corrimiento en
Electroforesis de Campos Pulsados), los bloques (agarosa-cromosoma bacteriano) se
colocaron siguiendo el orden, primer: pozo uno Marcador de 200 Kb M, (Pulse Marker™
0.1-200 Kb P No. D2291 SIGMA); segundo pozo: Salmonella Branderup H9812
marcador My; tercer a séptimo pozo cepas de Pseudomonas aeruginosa; octavo pozo:
Marcador M, Salmonella Branderup H9812; noveno a treceavo pozo: cinco cepas de
Pseudomonas aeruginosa; catorceavo pozo: maracador M, Salmonella B. H9812 y tltimo
pozo: marcador M; (0.1-200 Kb) Figura 13. Una vez colocadas las cepas, asi como los
marcadores, se procedio a retirar el exceso de buffer que pudieran tener con un papel filtro
(ya que el exceso de humedad genera burbujas entre los perfiles y facilita la aparicion de

fantasmas) y se procede a sellar los pozos cubriéndolos con agarosa.


http://insilico.ehu.es/digest/index3

ZI86H dn.aapup.g vjjauow]ovs

) 002 3p 10pedIR|

o1 eda)

6 edap

g eda)

L edap

9 eda)

ZI86H dnispue.ag vjjauowips

G eda)

} edap

¢eda)

Z edap

1 "eda)

O 002 9p 10pedIE|W

ZI86H dn.apup.ig vjjauowijps

4. Electroforesis.

to

imien

de corr

1cones

Cond

Tiempo de corrida: 17 Hrs.

Temperatura: 10 ° C

Gradiente de Voltaje: 6.0 Volts

Sw. Inicial: 2.16 seg.

Sw. Final: 54.17 seg.

r

Angulo: 120°



El Tiempo de electroforesis esta determinado por el indice de migracion de las
moléculas de DNA. Dentro de la investigacion, este parametro se ve afectado por el tiempo
de switch, duracion del pulso y el angulo de pulso (cada uno de los pardmetros se explica

en el apéndice I (71).

Tincion de los geles.

La tincion del gel se llevé a cabo con 30uL bromuro de etidio (concentracion de 1.0
mg /ml) en 300mL de agua desionisada. El gel se coloco en un agitador angular (platform.
Vari Mix) por 10 minutos, terminado el tiempo de tincion las bandas fueron visualizadas en
un transiluminador de luz “UV-visible” y revisar la saturacion de bandas. El gel es envuelto
para su almacenamiento en papel aluminio con 20 ml de buffer TBE (para eliminar el
exceso de bromuro y prevenir la deshidratacion). Al dia siguiente el gel es fotografiado en
un fotodyne (Incorporated) y la fotografia se escanea. El analisis del tamafio y nimero de
las bandas es hecho con el programa Bio Imagen whole Band Analyzer B.I Systems

Corporation)(Tenover& Albeit ) (71).



6. RESULTADOS



6.Resultados:
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Figura 14. Gel representativo de los perfiles electroforéticos obtenidos por cepas de Pseudomonas aeruginosa,
donde el pozo ly 15 corresponden al Marcador de tamafio molecular 200 Kb, los pozo 2, 8 y 14 son los perfiles
obtenidos por Salmonella Branderup H9812, los pozo 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13 son cepas clinicas de
Pseudomonas aeruginosa. Condiciones de corrimiento de: Tiempo de corrida: 17 Hrs. Temperatura: 10 ° C

Gradiente de Voltaje: 6.0 Volts.( voltaje de corrida) Sw. Inicial: 2.16 seg.) Sw. Final: 54.17 seg., Angulo: 120°

La fotografia del gel Figura 14, muestra las primeras diez cepas de P aeruginosa,
dicha fotografia fue tomada en un fotodyne que utiliza pelicula polaroid y con un tiempo de
exposicion seis segundos. Como puede observarse en la imagen, el gel estd sobre tefiido
para hacer mas visibles las bandas pequefias y poder observar con mayor detenimiento las

bandas y del mismo modo poder descartar con mayor facilidad las sombras dentro del



perfil. Como puede observarse hay una buena separacion entre bandas, lo que confirma que
en nuestra estandarizacion los pardmetros de corrimiento son buenos y pueden ser

utilizados en los siguientes procesos de tipificacion.

De manara regular en cada uno de los geles se realizan inspecciones visuales de los perfiles,
para vislumbrar la separacion entre bandas y poder diferenciar entre las bandas pequenas de

las sombras generadas por el exceso de bromuro de etidio.

Representacion de fisica del gel de PFGE de las cepas de
Pseudomonas aeruginosa
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Figura 15. Representacion esquematica de los perfiles electroforéticos (PFGE) de las cepas de_P.
earuginosa presentes en la Figura #14. (Programa BIO IMAGEN). Los carriles 2, 8 y 14 representan
la escalera del marcador genético obtenido por la restriccion de Salmonella Branderup H9812, con la
enzima Xbal. Del carril 3 al 7y del9 all3 P. aeruginosa



Apoyado en el analisis visual de los geles y con la utilizacion de programa de
analisis de imagen (bio image), se generd un mapa de perfiles de corrimiento, que facilita la
observacion completa de las bandas que forman el perfil de electroforesis de campos
pulsados de las cepas de P aeruginosa. La imagen generada por ¢l programa permite
visualizar de forma réapida, sencilla las bandas que conforma al perfil y favorece la
eliminacion de forma precisa de las sombras producidas por el exceso bromuro y la sobre

exposicion del gel al FotoDyne.

Un analisis visual de los diez perfiles generados por el programa bio imagen
muestra que algunos de los pulso-tipos presentan similitudes en un reducido numero de
bandas, lo que permite asegurar que hay una relacion entre las cepas. Pero al comparar
todas las bandas de un perfil (perfil patrén) con todas y cada una de las bandas de los demas
pulsotipos (perfiles) y utilizando los criterios descritos por Tenover y Albeit (apéndice 2).
Se comprobd, que hay un gran nimero de diferencias entre los pulsotipos, lo que permite
asegurar que no hay la posibilidad de que estas cepas posean una relacion y por tanto deben

ser consideradas como diferentes.



DIAGRAMA DE 19 PERFILES
pulsotipos Pseudomonas aeruginosa
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Figura 16. Representa los perfiles electroforéticos obtenidos por las 19 cepas de P. aeruginosa.
De acuerdo con los criterios de Tenover y Albeit. No hay una relaciéon clonal entre las
diferentes cepas, por lo que se consideran como no relacionadas epidemiolégicamente, y solo
guarda muy pequeiias similitudes en cuanto a la especie



El mapa representativo de las 19 cepas de P. aeruginasa generado por el
programa bio imagen (figura 16) facilita el analisis visual de todos los perfiles, asi como
de todas las bandas existentes en los mismos. Al realizar un andlisis preliminar, se observo
que todos los pulsotipos presentan mas de siete diferencias entre ellos y de acuerdo con los
criterios de las investigadores Tanover y Albeit estos perfiles son diferentes y no son parte
de un brote. Del mismo modo confirma que no hay una relacion entre pacientes y entre las

unidades médicas de la institucion.



7.DISCUCION



7.Discusion.

En México los estudios de identificacion y caracterizacion solo permiten identificar
de forma muy limitada a las diferentes bacterias, lo que en principio puede ser una
limitante, para nosotros abre la posibilidad de que este trabajo pueda aporta un poco al
conocimiento y facilite el procesamiento de cepas de P. aeruginosa para los estudios de
caracterizacion molecular. El procedimiento de tipificaciéon molecular por campos pulsados
por lo general consta de varias etapas como son: El crecimiento, estandarizacion de
inoculo, inmovilizacion del material genético, protedlisis, restriccion, condiciones de
corrimiento y por ultimo andlisis. Estas etapas pueden ir aumentando en duracion y costo,
dependiendo de las caracteristicas fisiologicas, de los requerimientos nutrimentales,
crecimiento, la produccién y la secrecion de sustancia extracelulares propias de cada

microorganismo (32).

La estandarizacion de este protocolo fue realizada con el fin de general una guia
que permita aplicar el método de caracterizacion molecular con la enzima Spe | en las 19
cepas de P. aeruginosa recolectadas en diferentes servicios (Unidad de Cuidados
Intensivos, Nefrologia, Hematologia y Cirugia) del Hospital de Especialidades del Centro
M¢édico Nacional IMSS. Siglo XXI. En esta técnica de tipificacion molecular se propuso
tener especial cuidado con las diferentes variables que alteran los resultados, una de las
mas importantes, la produccion de alginato. La cudl es una sustancia producida en
abundancia por el microorganismo al grado de permitirle ampliar su crecimiento y
funcionalidad en las mas diversas condiciones ambientales, ya que funciona tanto como
mecanismo de soporte, de comunicacion y defensa. La represion y eliminacion de este
complejo polisacarido son el punto de partida y la piedra angular que cimienta el
procedimiento experimental y la estandarizacion del protocolo. Dado que la produccion de
alginato altera tanto el crecimiento, la manipulacién, la cuantificacion, la actividad de los

reactivos, y debe tenerse siempre en consideracion en cada uno de los pasos de esta técnica.



En los primeros ensayos experimentales se complico la manipulacion de la bacteria
por la alta produccién de alginato y la gran cantidad de microcolonias formadas. Por lo
que cada uno de los paso de la estandarizacion se enfocaron en disminuir su proliferacion,

evitar la actividad y procurar la eliminacién de éste polisacarido.

Crecimiento.

P. aeruginosa presenta un periodo de crecimiento de 18 a 24 horas a 200 rpm (7
gravedades) y que algunos investigadores Romling and Janel (30-32, 46) lo han utilizado.
Nosotros hemos sugerido un periodo por 15-18 hrs, a 250 rpm (8 gravedades) en una
temperatura de 37° C (30-42), con el objetivo de limitar la formacién de microcolonias, las
cuales, como ya se menciono, limitan la manipulacion, la accién de los reactivos y alargan
los tiempos de procesamiento. Como no es posible controlar o suprimir en su totalidad la
produccion de alginato sin aumentar los gastos en los medios, reacivos y en el equipo.
Nosotros sugerimos no trabajar a menos de 200 y mucho menos a 150 rpm ya que las
microcolonias que se forman entre 120-140 son intensas, dificiles de eliminar y no

proporcionan suficientes células bacterianas libres (30-32).

Fragmentacion de microcolonias

Aun bajo estas condiciones de trabajo se observo, una minima presencia de
microcolonias envueltas en alginato, las cuales era indispensable fragmentar. Para romper
y remover la mayor cantidad de alginato se utilizd6 un lavado mecanico con pipeta y la
solucion PIV fria muy similar a la utilizada por Delgado Sapién para E .coli (2000) pero
con la variante de tener 0.25 M EDTA pH = 8.0. Esta pequena variacion permite eliminar,
disminuir y contrarrestar la actividad de las enzimas liberadas durante el proceso (de
lavado, eliminacion de alginato, rompimiento de microcolonias) de manipulacién mecanica.

Al final de este paso, sugerimos centrifugar por un intervalo de 2 a 3 segundos, con la



finalidad de separar y eliminar en un pequefio paquete (boton o pellet) las microcolonias
pequefias que no pudieron ser fragmentadas y evitar de este modo la generacion de errores
al momento del moldear de los bloques de agarosa (plug’s) y poder trabajar “solo las

células planctonicas.”

Estandarizacion.

En la estandarizacion del paquete se revisaron y analizaron una gran variedad de
concentraciones bacterianas de las cuales las mas utilizadas en protocolo comerciales
(BIO-RAD) son concentraciones de 5x10°, 7x10° cel/ml, mientras que las concentraciones
utilizadas por Spencker y Haupt (2000) es de 1x10 “cel/ml (34) y la utilizada por Syrmis &
Tiimmler es de 5x10° cel/ml (48,82). Nosotros al percatarnos que, la presencia de alginato
genera errores en la cuantificacion, su sugerimos utilizar densidades opticas (5 DO a 620
nm) las cuales nos proporciona un intervalo de células bacterianas (1 x 10° £ 10%)
dependiendo de la cantidad de alginato presente alrededor de la bacteria, asi como de la

longitud de onda y del aparato utilizado (30-32).

Lisado.

Para facilitar la lisis de las células bacterianas y de las posibles microcolonias que se
pudieran encontrar, se propuso el uso de la mezcla de detergentes en concentraciones
superiores a las recomendadas por Romling (30,32) como: Dexicolato de sodio al 0.1%,
Laurin Sarcosinato al 0.54% (41,42), ademas del uso de soluciones amortiguadoras
(buffers) de Tris base de 0.01M, EDTA a 0.1 M pH de 8, Brij ® 35 al 1.0% y el uso de las
enzimas SpL RNasa y 10 pL de lizosima por mililitro [solucion madre de 10 mg/ml] de
solucion de lisis. Dicha mezcla de incubo por un periodos de tres horas, esto permite lisar
la gran mayoria de células bacterianas libres. Pero considerando la presencia de alginato se

implemento realizar un cambio de la mezcla antes mencionada con la finalidad de permitir



que la nueva mezcla interactué solo con las bacterias que presentan una gran concentracion
de alginato, con un periodo de incubacion de 12 hrs. Este paso generalmente es omitido y
en algunos casos se realiza junto con la proteodlisis o la desproteinizacion dando origen a un

excesivo gasto de las enzimas lizosima y proteinasa K (30-42,45).

Desproteinizacion.

Este paso tiene una duracion de aproximadamente 12 horas (toda la noche), lo que
permite generalmente a la mezcla de EDTA-Salcosil y a la proteinasa K eliminar todas
los proteinas que pudieran degradar al DNA cromosémico. Pero aun pueden quedar
proteasas protegidas en el alginato que no fueron alcanzadas por el detergente y la
proteinasa K, en éste paso se implemento aumentar la concentracion de EDTA a 0.5M y
agregar un periodo de incubacion (24 hrs) con una nueva la solucioén desproteinizante, a fin

de logar la completa inactivacion enzimatica (46,76).

Lavados.

En el presente estudio se implementaron 10 lavados con una hora de duracién con
la mezcla TE (tris HCL de 0.01M y aun pH de 8.0 y EDTA de 0.001M a un pH de 8.0). Se
propuso hacer los primeros 2 lavados a una temperatura de 37 ° C para facilitar la
eliminacion de los restos celulares, disminuir los cambios bruscos de temperatura y para los
ultimos 8 lavados se sugirid realizarlos en un cuarto frio a 6° C previos al almacenamiento
en refrigeracion. El lavado de los bloques agarosa/bacteria es un paso poco documentado en
los diversos protocolos. Nosotros nos percatamos que al realizar los lavados en el cuarto
frio se eliminan e inactivan las trazas de enzimas, detergentes y restos celulares que alteran

los resultados (30-32).



Electroforesis.

La implementacion de un programa especifico de corrimiento de electroforesis de
campos pulsados para P. aeruginosa fue el reto mas grande para el éxito de la técnica, ya
que, hay que considerar: el tamafio de los diferentes fragmentos de DNA que hay que
separar, la intensidad del pulso, la velocidad de migracion del DNA durante la
reorientacion, la temperatura y el tiempo de corrida. Y dado que, hay programas con
calculos especificos que analizan estos factores (manuales de operacion), nosotros en este
protocolo no quisimos ignorar estos puntos, pero, para darle mayor practicidad recurrimos a
los programas que cumplieran con estos pardmetros y nos permitieran amplios margenes de
modificacion para separar fragmentos de restriccion como los descritos en el apéndice V

(fragmentos de restriccion para P. aeruginosa utilizando la enzima Spel).

En éste protocolo se utilizd la cepa de Salmonella Branderup H9812 cuyos
fragmentos generados por la enzima de restriccion Xbal son perfectamente conocidos y
documentados (72), y ademads apoyados en los protocolos Brridget (48)Speijer & Savelkoul
1999 (81) y Breitenstein & Tiimmler 1995 (82) se busco minimizar los tiempos, el nimero

de bandas sin alterar la nitidez, y asi reducir la presencia de fondo de banda de corrimiento.

Los cambios que implementamos, permiten ver la mutua interaccion que guardan

los diferentes factores durante el corrimiento electroforético, como por ejemplo:

e Al disminuir los pulsos, se obtiene una saturacion de bandas y un aumento el
fondo.

e Al aumentarlos los pulsos, se pierden bandas y nitidez.

No obstante, se procedid a disminuir la duracién de los pulsos iniciales y
aumentar los pulsos finales y reducir el tiempo de la corrida, lo que permitié aumentar el

numero de pulsos y disminuir el tiempo de la corrida.



Para compensar el incremento en el calor generado durante el corrimiento y la
duracién del pulso, implementamos un descenso de temperatura del buffer de 14° C a 10°
C, esta disminucion en la temperatura permitié la disipacion del calor generado por el
pulso, del mismo modo se evito la saturacion de las bandas y favorecié la perdida de
bandas de bajo peso que no estdn consideradas dentro del intervalo de los marcadores
escalera de pares de bases tamafio molecular y que se confunden con el fondo. Estos
cambios se hicieron de forma paulatina, evitando el sobrecalentamiento de la solucién
amortiguadoras (buffer) y minimizando la aparicién de fondo en el gel hasta encontrar

rangos mas optimos para el andlisis (81, 82).

Parametros para la tipificacion molecular P | Pardmetros desarrollados en el protocolo para el
.aeruginosa para el estudio de 20-25 bandas estudio de 15 a 20 bandas de P. aeruginosa
Tiempo de corrida: 20 Tiempo de corrida: 17 Hrs.

Temperatura: 14°C Temperatura: 10 ° C

Gradiente de Voltaje: 6.0 Volts. Gradiente de Voltaje: 6.0 Volts

Sw. Inicial: 5.0 seg. Sw. Inicial: 2.16 seg.

Sw. Final: 10.0seg. Sw. Final: 54.17 seg.

Tiempo de corrida: 10 horas Angulo: 120°

Sw. Inicial: 15 seg..

Sw. Final: 45seg.

Tiempo de corrida:10 horas

Angulo: 120°

En la columna 1 se observan algunos de los parametros mas utilizados por los protocolos
comerciales que utilizan la enzima Spe |, la cual genera 38 fragmentos. Los parametros de corrimiento en
la gran mayoria de los casos son muy prolongados y se subdividen en barios bloques lo que prolonga el
tiempo de corrida.

En la columnas 2, se observa los parametro que se desarrollaron en este protocolo. Se
modificaron y analizaron algunas variantes para lograr la estandarizacion de la electroforesis de campos
pulsados y permitir la reproducibilidad de la técnica asi como la separacion de los fragmento de DNA
cromosomico de P. aeruginosa.




En las ultimas décadas se ha incrementado la participacion de P. aeruginosa y de
otras bacterias con alto potencia patdégeno en la proliferacion de enfermedades, debido a la
aparicion de variedades, surgimiento de cepas multiresistentes, asi como a la rapida
seleccion y proliferacion cepas con una alta versatilidad genética. Habilidad que se pone de
manifiesto en su capacidad de asimilar y reprimir genes, que dificultan y ocasionan errores
en la clasificacion y agrupacion de las de las cepas bacterianas perteneciente a un mismo

genero.

Todo lo anterior permite observar que el procedimiento de estandarizacion
logrado en este protocolo para la técnica de campos pulsados, es idoneo para los estudios de
tipificacion molecular de gran numero muestras y permite dar un seguimiento a los estudios
de control y caracterizacion de cepas bacterianas de este género. Al promover el andlisis de
la huella dactilar (escalera de corrimiento electroforético) de los patrones de restriccion del

ADN cromosémico de las diferentes cepas de P. aeruginosa,

Cabe destacar que los estudios de tipificacion molecular deben realizarse en
periodos cortos de tiempo, aproximadamente en intervalos de tres a seis meses, ya que de
otro modo los patron de corrimiento de las cepas recolectadas presentaran caracteristicas
cada vez mas a distanciantes entre ellas, ampliando aun mas la separacion molecular entre

cepas.

Todo estudio debe considerar que cada patron de corrimiento es estable, siempre
y cuando las cepas no hayan sido alteradas por factores ambientales, quimicos (farmacos) y
bioldgicos que pudieran generar mutaciones o perdidas de material genético y alteraciones

de los sitios de restriccion y errores en la clasificacion.

La implementacion de protocolos claros y precisos para la tipificacion molecular
las diversas bacterias, permite ampliar la capacidad de detectar y caracterizar los casos
clinicos asociados a un agente infeccioso, asi como agrupara y diferenciar las cepas

relacionadas o no a un posible brote. (32)



Y por ultimo como puede verse la implementacion de este protocolo de campos
pulsados a nivel clinico para la caracterizacion molecular, no sélo es la aplicacion de una
técnica de diagnostico, es en principio una guia para el seguimiento y caracterizacion de
cepas bacterianas, facilitando el trabajo en el laboratorio y planteando soluciones a los
problemas mas comunes que se pueden presentar a lo largo del desarrollo experimental sin
el uso de costosos reactivos, prolongados los tiempos de trabajo y asi ampliar el nimero de

muestra procesadas....



8. CONCLUSIONES.



8. Conclusiones.

Se logro la caracterizacion molecular de las 19 cepas P. aeruginosa aisladas de
pacientes hospitalizados, por el método tipificacion de campos pulsados (PFGE), y se logro

identificar la relacion molecular entre ellas.

. Se realizo la identificacion y crecimiento de las cepas P. aeruginosa.

. Se estandariz6 un protocolo sencillo de caracterizacion molecular para P.
aeruginosa.
. Se logro la reproducibilidad de la técnica tipificacion con la enzima Spel. Para

P.aeruginosa.

. Se identifico la gran versatilidad y diversidad entre los perfiles de las 19cepas P.

aeruginosa recolectadas en el centro hospitalario.



9.APENDICES.



9.1. Apéndice (Parametros que afectan a la electroforesis de

campos pulsados).

Voltaje.

(Gradiente de Voltaje) es la diferencia de voltaje generado por la fuente de poder
entre electrodos (potencial eléctrico entre pares de electrodos opuestos 33.5cm. CHEF
Mapper® XA Catalogo 170 - 3670 a 170 -3673. Lo que indica que se requiere la utilizacion
de 180 Volts de salida con una distancia entre electrodos opuestos de 30 cm para que se

genere un voltaje de corrida de 6 volts/cm Figura 15.

Figura 17. Camara de Electroforesis de campos Pulsados, representacion de
entrada y salidas de pulso eléctrico, asi como del angulo de incidencia delos pulso
en el gel

Tiempo de Switch.

La migracion de las moléculas de DNA a través de la matriz de agarosa depende
de la duracion de pulso (voltaje). EI DNA esta sujeto a los cambios producidos por el
impulso del campo eléctrico, generando un reacomodo dentro de las moléculas de agarosa y

la duracion de los pulsos alternados “llamados de tiempos de SWITCH,” durante este



periodo las moléculas de DNA cambian de direccion (por la carga que presenta y la
duracién de pulso) y se reorientan dentro del gel. Las moléculas grandes necesitan
periodos mas largos de reorientacion durante el pulso comparado con las moléculas mas
pequeias, lo que propicia su separacion. Por lo que se requieren tiempos mas largos para
separar moléculas de gran tamafo y tiempos pequeflos que para separar moléculas de

menor tamafo dentro del tiempo de corrida.

Temperatura.

Con la aplicacion de pulso eléctrico se genera un aumento de temperatura en el gel
por lo que la solucion amortiguadora (buffer) en el cual estd sumergido debe permitir el
intercambio i6nico, asi como servir de medio para la disipacion térmica del calor generado
durante el tiempo de switch a lo largo de la corrida, entre mayor sea la duracion del pulso
mayor sera el calor generado( La movilidad del DNA es sensible a cambios de temperatura,
a mayor temperatura mayor corrimiento y disminuyen la resolucién en las bandas de
corrimientos). La temperatura més utilizada en PFGE es de 14° C por lo que un margen de

trabajo entre 10 —14 °C hacer mas lento el corrimiento y genera mayor resolucion.

Angulo de pulso.

La variacion en el angulo de pulso permite la reorientacion de las moléculas dentro
de la matriz (gel) propiciando una mayor separacion entre bandas lo que permite un
incremento en la resolucion y una mejor separacion de las moléculas con tamafios muy
similares. El rango en este pardmetro es de 94° a 120 ° logrando la separacion 20 Kb y
para una mayor separacion de las moléculas de mayores de 1 Mb el pulso va de un dngulo
de -60° a +60° generando un angulo de 120° entre electrodos por lo que al disminuir el

angulo disminuye la resolucion de fragmentos grandes de las moléculas de DNA.

Concentracion de Agarosa.



La concentracion de agarosa afecta la migracion, asi como la separacion. La
migracion de DNA a bajas concentraciones al 0.6% facilita la migracion pero disminuye la
resolucion la separacion y la fineza de las bandas y una alta concentracion 1.5 retiene el

procedo de migracion proporcionando bandas mds gruesas y con poca definicion.

Tabla 5. Parametros que afectan la separacion

de molecular de ADN en la (PFGE)

DNA DNA DNA DNA
1-100kb 0.1 -2.0Mb 2-4 Mb >4M
% AGAROSA 1.0-1.2% 0.8-1.2% 0.6-1.0% 0.5-10.8%
BUFFER 0.5X 0.5X 1.0% TAE 1.0% TAE
TEMPARATURA 14°C 14°C 14°C 14°C
VOLTAJE 6-9 V/em 4.5-6 V/em 2-3 V/em 1.5-2.5 V/em
PULSO .05-10's 10-200 s 200-1800 s 10-60 min.
TIEMPO 2-15hrs 15-30 hrs 24-72 hrs 72-144 hrs
ANGULO 0-+180,120° 120° 120-106° 106°




9.2. Apéndice (Criterios de interpretacion para la tipificacion

molecular de PFGE).

Utilizando un perfil base ¢ arbitrario (perfil patron) y compararlo con los demas
perfiles (Criterios Tenover and Albeit.) (71). Se obtiene el numero de perfiles y de la

diferencias entre ellos.

Idénticos

Los criterios para la identificacion de dos perfiles presuntamente idénticos, cuando
al analizar los perfiles (genotipos) de las diversas cepas y se observa que algunos
presentan una marcada similitud, se procede a contar el nimero de bandas asi como los
tamafos, si existe el mismo nimero de bandas con el mismo tamafio, se considera que

ambas cepas pertenecen a la misma clona Figura 18. (71).

Figura 18. El perfil 1 es el perfil patron o de comparacion, el cual nos servira para comparar
todos y cada uno de los restantes perfiles con ¢él. El perfil 2 es un perfil al asar es
comparado con el perfil 1y se observa que no hay diferencias entra ellos por lo que se dice
que ambos perfiles son clonas.



Probablemente relacionados.

En éste caso las diferencias existentes entre los perfiles analizados (numero de
bandas) es menor o igual a tres (0 < 3) lo cudl se debe a un cambio genético acumulado y
transmitido a las sucesivas generaciones, por lo que una mutacion en un sitio especifico de
restriccion puede generar un nuevo fragmento o banda, y por lo tanto también se puede
eliminar esté sitio de reconocimiento, lo que da origen a una banda de mayor tamafo.
Considerando que ambas cepas estan  genéticamente relacionadas (Posiblemente

relacionadas) y/o amabas proceden de un ancestro comun (Figura 19) (71).

Figura 19. FEl perfil 2 con parado con el perfil 1 patron presenta diferencias en nimero de bandas, asi
como en el tamafio de las bandas que forman el perfil, por lo que se infiere que el perfil 2 las cepas esta
genéticamente relacionadas con el brote epidemiologico,



Posiblemente relacionados.

Cuando los cambios entre los perfiles analizados son mayores a 3 e iguales a 6
(3 £ 6). Estos cambios se atribuyen a inserciones (ganancia) o delecciones (pérdidas) de
sitios de restriccion en el ADN. También podria deberse a una clona que tuvo una
evolucion comun, su relaciéon genética no es cercana y por lo tanto su relacion

epidemiologica es poco probable Figura 20(71).

Figura 20. EIl perfil 2 con parado con el perfil 1 patron presenta diferencias en numero de
bandas, asi como en el tamafio de las bandas que forman el perfil, por lo que se infiere que el perfil
2 las cepas esta genéticamente relacionadas con el brote epidemiologico,

r



No relacionados.

Al comparar los diversos perfiles y si se observa que alguno de ellos presenta
marcadas diferencias (pérdidas o ganancias) de bandas >7 lo que en algunos casos se
considera como que los perfiles presenta tres o mas cambios genéticos, lo que genera
diferencias entre perfiles mayores a 6. Los perfiles se consideran como cepas distintas y

epidemioldgicamente no relacionados figura 21 (71).



Figura 21. Las diferencias entre los perfiles 1 y 2 son tan marcadas en el numero de bandas existentes entre
ellos, como en el peso de las misma por lo que se considera la que la cepa no tiene relaciéon con el brote

analizado y por lo tanto a una cepa de otro brote.



Tabla 6. Criterios de Tipificacion Molecular de Tenover & Albeit para la interpretacion
de los perfiles generador por Electroforesis de Campos Pulsados (PFGE).

El aislado es parte del brote

INDISTINGUIBLE 0
El aislado es probablemente
ESTRECHAMENTE 1-3 parte del brote
RELACIONADO
POSIBLEMENTE El aislado es posiblemente
RELACIONADO 4-6 parte del brote

El aislado No es parte del
DIFERENTE >7 brote




9.3. Apéndice (Preparacion de soluciones y reactivos).

Caldo Luria: LB Luria — Bertani, Luria Broth Base., Invitrogen, No.Lot.80265079.

Se pesaron 25.0 gm del medio, que fueron colocados poco a poco en un matraz
Erlenmeyer que contiene 1000 ml. de agua des ionizada, hasta su total disolucion. Para su
esterilizacion se vertieron 5 ml del medio en tubos con rosca 13 mm x 150 mm de la
marca kimax ® con el tapén ligeramente cerrado, bajo las siguientes condiciones: 15
minutos, 15 libras, a 121° C. Si se prefiere el medio consta de 10.0 g Bacto triptona, 5.0 g
Extracto de levadura, 5.0 g NaCl H,O destilada cbp 1000.0 ml  pH final ajustado a 7.0
pH con NaOH IN. o en placas de agar LB (Agar) a 1 litro de Caldo LB afiadir Agar
Bacteriologico 16 g (1,6%).

Agar Sangre: Base agar Sangre, BD Bioxon ® No. Lot. 211728

Se pesan 40 g se disuelven en 1000ml de agua desmineralizada, se calienta
constantemente con agitacion hasta que hierva por un minuto. Se esteriliza en autoclave a
121° C, 15 minutos, a 15 libras de presion. Se atempera a 45° C a 50° C por 30 minutos, se
agregan 50 ml. de sangre desfibrinada de carnero (5.% ), y se distribuye de 20 a 25 ml en

pacas Petri sin formacion de burbujas.
Agar MacConkey. MERCK. No.Lot. VM841165

Se disuelven 50 g del medio Agar MacConkey en 1000 ml de agua
desmineralizada y se calientan hasta la ebullicion por un minutos y se esterilizan en
autoclave por 15 minutos, 121 °C, a 15 Libras de presion. Su composicion tipica es (17gm.
Peptona caseina, 3gm. de Peptona de carne, 10.0 g Lactosa, 1.5 g Sales biliares , 5.0 g NaCl
0.030 g Rojo Neutro, 0.001 g Violeta Cristal, 13.50 g, Agar-agar )y se guarda en

refrigeracion.



Gelosa Especial:

El medio de gelosa especial(es un medio de sustento para cepas de trabajo), consta
de 20.0 g. base agar sangre, 15.0 g. agar bacteriologico y 1.5 g. de extracto de carne, la
mezcla se disuelve en matraces Erlenmeyer, para su correcta manipulacion al calentar hasta
la ebullicion por un minuto, después se distribuyen volumenes de 5.0 mL el medio en los

viales (vials de10 mL ) para ser esterilizados, a 15 minutos, 15 Libras, 121 °C.

Solucién PIV*: Solucion amortiguadora (Buffer) de resuspension.

Esta solucion permite la resuspension del paquete bacteriano, sin produccion lisis
celular. Estd formada TRIS base Glbco BRL. Ultra puro Techologis. (2-Amino-
2 (hidroximetil)-1,3-propanediol) con un peso molecular de 121.14 gm / mol, aun pH 8.0 y
con una concentracion de 0.01 M., Cloruro de sodio NaCl a una concentracion de 1My
por ultimo EDTA a 0. 25 M. Esta solucion es esterilizada a 121°C por 15 minutos a 15

libras de presion.

P.L.V.*
NaCl pM=29.22 g /mol 1,0M 2922 ¢
Tris. pM=121.1 g/mol 0.0lM pH=8.0 5ml (1.0 M)
EDTA pM =372 0.25M pH=8.0 93.1g

Volumen total 1000 mL.



Solucion de EC-Lisis

Esta soluciéon consta de dos fases un compuesta por detergentes
(surfactantes)/soluciéon amortiguadora (buffer) y otra por enzimas que permiten la lisis
completa del paquete bacteriano embebido en el plug. La primera fase esta conformada por
Tris base a una concentracion de 0.01 M, EDTA a 0.1 M pH de 8, Dexicolato de sodio al
0.1%, Laurin Sarcosinato al 0.54% y Brij ® 35 al 1.0%. Esta solucion es esterilizada 121
°C por 15 minutos a 15 Libras de presion, y almacenada a temperatura ambiente hasta su
utilizacion. La segunda fase, la enzimatica, que para optimizar la lisis se requiere de la
utilizacion de las enzimas RNasa y lisozima para degradar tanto el RNA vy lisar la
membrana celular respectivamente, dichas enzimas se encuentran almacenadas en
congelacion a  menos 20°C a una concentracion de [10 mg/ ml] y para su utilizacion en lo
tubos falcon se requieren SuL. de RNasa y 10 pL de lizosima por mililitro de solucion de

lisis.

E.C-Lisis
Tris. pM=121.14g /mol 1.0M pH.=8.0 (5.0 ml)
NaCl pM = 58.44¢g /mol 1.0M (29.2 g)
E.D.T.A. pM=372.24g /mol 0.1M pH=8.0 (100mL.de 0.5 M)
Desoxicolato de Sodio pM=288.4 g/mol 0.1% P/V 05¢g)
Laurilsarcosilato pM=293.4 g /mol 0.54% P/V 2.7g)
Brij 35® 30% P/V 1.0 % (16.66 ml)

Volumen total 500 ml



Solucion desproteinizante: E.S-P K

Solucion amortiguadora (Buffer) de desproteinizacion, La cual esta compuesta por
dos componentes. El primer componente consta de una mezcla de Solucion amortiguadoras
(buffer) y detergentes (surfactantes), y el segundo componente una enzima (proteinaza K).
El componte A, la mezcla del buffer de EDTA a una concentracion de 0.5 M con un
pH=9. Que debe ajustarse cuidadosamente con la ayuda de un pHmetro ya que esta sal es
muy poco soluble a pH menores a 8.0, Y el surfactante Sarcosil, cuya concentracion final
es 0.1% que debe agregarse con cuidado y poco a poco antes de aforar. Esta solucion debe
esterilizarse a 121°C por 15 minutos por 15 libras de presion. El componente B, la enzima

proteinaza K se prepara con concentracion de [20mg/ml.] y se agregan 25ul por cepa.

Para 500mL
95.1 gm de EDTA ajustar pH antes de aforar a pH =9.0
0.2 gm de de Sarcosil.

Solucion TE (buffer Tris —-EDTA)

Solucioén de lavado, esta conformada por Tris a una concentracion final de 0.01 M y
aun pH de 8.0 y EDTA con una concentracion final de 0.001M a un pH de 8.0 . La solucion

es esterilizada a 121°C por 15 minutos y 15 libras de presion.

10 ml Tris pH=8.0 1.OM
2 ml EDTA pH=8.0 0.5M

Volumen total de 1000 ml (cbp 1 1t.)



Solucion TBE (Buffer Tris- Borato-EDTA pH 8.3)

La solucioén de tris-botato-EDTA es un buffer que permite la correcta dispersion de
las cargas eléctricas, durante el corrimiento de la electroforesis en la cdmara de campos
pulsados. Las concentraciones de los reactivos son de 0.045 M, para Tris y acido borico y

para EDTA es de 0.001M. Esta solucion se prepara el mismo dia de su utilizacion.

Preparacion del Gel de Agarosa.

Se preparo una soluciéon de agarosa al 1.0 % (1gr.de agarosa Para Pulsed Field Gel
Electrophoresis SeaKem® Gold agarose  Bio Whittaker Molecular Applications
CN.50150) con 100mL. de buffer TBE Tris-Borato EDTA (TBE pH=8.0) .089M Tris
base., 089M Borato. 0.02M EDTA MERCURY Reagents for Molecular Biology Cat#5113
) es calentada cuidadosamente en el microondas por 1.6 minutos a intervalos de 40
segundos hasta su disolucion completa, una vez logrado lo anterior se coloca en un bafio
Maria a 52 °© C para su posterior utilizacion. Se lava y se ensambla el molde (14 x13 cm)

asi como el soporte del peine de 15 dientes para campos pulsados (BIORAD)

Bromuro de etidio:

El bromuro de etidio (Homidium bromide; 3,8-Diamino-5-etil-6-fenil-fenantidinio
bromide), El cudl por su alta toxicidad debe manipularse con guantes todo el tiempo, ya
que tiende a unirse a la doble cadena de DNA formando alteraciones a largo tiempo. Para
su uso cotidiano en el laboratorio se trabaja a una concentracion de 1.0 mg / ml. Ya que
solo se requiere para telir los geles el tiempo suficiente para observar las bandas y tomar la
foto representativa. Se mezclan 30 pL de esta concentracion en 300 ml de agua

desmineralizada para obtener una concentracion final de [.0001mg /ml].



9.4. Apéndice (Equipo de laboratorio).

Agitador horizontal, Platform, Vari Mix. Thermolyne .

Agitador angular, Compact Rocker, (BIORAD)

Autoclave. AMSCO G-120 Eagle/ Century Series

Criocentrifuga. Multifuge3 L-R ,Heraerus, Accesolab.

Espectrofotometro GENios. ( TECAN).

Céamara de Electroforesis de campos pulsados CHEF MAPPER ™ (BIO RAD).
PHmetro (potenciometro) Ph/ conductiviti meter 442, Corning, accesolab
FotoDyne ( Incorporarated)Polaroid, scimericas.

Scanner SHARP (full color scanner. SHARP Extra High Resolution JX-610)
Transiluminador ( Hoefer ) Luz Blanca/UV ( rango de 302-365nm),

(Mighty Bright Hoefer Scientific Instruments San Fancisco) accesolab.

Ultracongelador -70° C (REVCO), Legaci System.

Refrigerador 4° C (Jordon Cientific)



9.5. Apéndice tamaiio de los fragmentos de cepas Pseudomonas
aeruginosa cortadas con la enzima Spel.

Pseudomonas aeruginosa,

Pseudomonas aeruginosa
LESB58 (42)

Pseudomonas aeruginosa
PA7 (50)

(37)
539862 721064 590138
460387 441423 525746
423874 415225 515250
390753 318040 487747
386850 317242 366181
337296 313054 339544
315097 289651 316027
306155 274146 315742
273503 262106 310803
249951 259408 256000
244487 245882 254410
226491 228727 216068
215239 227263 204804
182861 226181 170414
181845 198460 149418
170290 177143 135739
158771 175696 123068
158066 170667 115268
148819 159167 110890
139625 153541 103589
124997 146421 97704
96882 141255 91447
93821 101750 88089
67070 92703 77799
61505 73619 73118
59453 66294 71499
43421 65722 67973
36886 58137 63694
34692 36162 57406
33840 34518 53661
29225 33841 33583
23611 29513 31544
20461 29230 29183
10478 23611 22809
6652 20255 21869
6279 19147 16898
4909 18941 15241
15854 14879
6644 10125
6530 8980
4909 6872
2615 6748
6663
4025
3884
3285
1398
832
255
30

In silico simulation of molecular biology experiments. http://insilico.ehu.es/
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