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Abreviaturas.

ul Micro Litro

uM Micro Molar

A Nucle6tido Adenina

ADN Acido Desoxirribonucleico

BHI Infusién Cerebro Corazon

C Nucleétido Citosina

d'NTP’s DesoxinucledtidosTrifosfato

F Primer Adelantado

Fc Fraccion Cristalizable

G Nucle6tido Guanina

GenBank Banco de genes

Hep-2 Derivado de células HeLa

IF1 Interferdn tipo 1

Ig Inmuno globulina

19G Inmuno globulina G

INDEL s Inserciones o eliminaciones de secuencias de ADN
kDa Kilo Daltones

M Minutos

Ml Mililitro

MLST MultilocusSequenceTyping

mm Milimetros

mM Mili Molar

NaCl Cloruro de Sodio

NCBI National Center of Bioinformaticslnstitute
Ng Nanogramos

°C Grados centigrados

Pb Pares de bases

PFGE Analisis de macrorrestriccion en electroforesis en geles de campos pulsatiles
pH Potencial de hidrégeno

R Primer Reverso

rpm Revoluciones por minuto

S. aureus Staphylococcus aureus

SARM Staphylococcus aureus resistente a la Meticilina

SARM-AC  Staphylococcus aureus resistente a la Meticilina, adquiridos en la comunidad
SARM-AH  Staphylococcus aureus resistente a la Meticilina, adquiridos en hospitales

SCCmec Casete cromosomico de resistencia a Meticilina
SDS Dodecil Sulfato de Sodio

SNP’s Polimorfismos de Nucle6tido Unico

SpA Proteina A

spa Gen de la Proteina A

spa-typing Caracterizacion molecular del gen de la Proteina A de S. aureus
SSR’s Secuencias cortas repetidas

T Nucledtido Timina

TNFR1 Receptor tipo 1 del factor de necrosis tumoral
TNF-a Factor de necrosis tumoral a

X Region X del gen de la proteina A

Xr Region Xr del gen de la proteina A
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I. RESUMEN.

Staphylococcus aureus es una bacteria de distribucion mundial que es responsable de una
amplia gama de enfermedades infecciosas en diversos hospederos. La proteina A, uno de
los mdltiples factores de virulencia de S. aureus, es de naturaleza polimorfica y en
epidemiologia molecular se utiliza para la caracterizacion de S. aureus. Se han descrito
diversas funciones que la proteina A ejerce sobre células del hospedero como la activacién
de la expresion de interferon y del receptor al factor de necrosis tumoral alfa 1 (TNFR1).
En este trabajo se logro establecer una asociacion entre el polimorfismo de la proteina A 'y
el origen de la cepa de S. aureus a la que pertenece, lo cual permitié determinar una
tendencia evolutiva de la proteina A de S. aureus. Ademas, se identificaron Polimorfismos
de nucleotido Unico (SNP’s) en las secuencias “firma” que delimitan la region Xr del gen

de la proteina A, por lo que se propone un criterio nuevo de aceptacion.
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Il. SUMMARY

Staphylococcus aureus is a bacterium with a worldwide distribution, which is responsible
for a number of infectious diseases found in various hosts. Protein A is one of the many
virulence factors of S. aureus. The polymorphic nature of protein A is used for molecular
characterization of S. aureus. Several functions of protein A have been described such as
activation of interferon gene expression and tumor necrosis factor ol receptor (TNFR1). In
this work we were able to establish an association between protein A polymorphisms and
the source of the S. aureus strain. These data allowed us to determine an evolutive trend of
SpA. In addition, a new criteria for SpA characterization and acceptance is proposed, which
is based on single nucleotide polymorphisms (SNP’s) identification in the signature
sequences that flank the Xr region of SpA.
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I11. INTRODUCCION GENERAL.

1. Staphylococcus aureus, un problema de salud publica a nivel mundial.

Staphylococcus aureus forma parte de la familia Staphylococcaceae dentro del género
Staphylococcus, en el cual se han descrito 40 especies diferentes. S. aureus es un coco
Gram-positivo, sin movilidad, no forma esporas, puede encontrarse solo, en pares, en
cadenas cortas o en racimos. A pesar de ser un anaerobio facultativo, crece mejor en
condiciones aerobias. ElI microorganismo produce diversas enzimas (como catalasa y
coagulasa, hemolisinas y diversas enzimas hidroliticas, entre otras) que le confieren su
virulencia. Sus colonias miden de 1 a 3 mm de didmetro, producen un pigmento amarillo
tipico debido a la presencia de carotenoides y muchas cepas producen hemolisis entre las
24 y 36 horas (Bustos-Martinez et al., 2006). Es un microorganismo mesofilo que requiere
aminoacidos y vitaminas para su crecimiento, tiene la capacidad de fermentar glucosa y
manitol con produccion de acido. Tolera valores de pH entre 4.0 y 9.8, siendo su 6ptimo
cercano a la neutralidad. Una caracteristica importante de S. aureus es su tolerancia a
concentraciones altas de NaCl (aprox. 20%). Esta caracteristica, junto con su capacidad
fermentativa del manitol, es un criterio para su aislamiento e identificacion (Mendoza,
2005, Bautista-Trujillo et al., 2013).

S. aureus es un patdgeno que puede presentar multiples factores de virulencia y resistencia
a diversos antibioticos. Esta bacteria es agente causal de multiples enfermedades en
humanos y animales, tales como piodermas, osteomielitis, endocarditis, mastitis entre otras
(Leonard y Markey, en 2008, Hamdan-Partida et al., 2010).
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2. Factores de Virulencia.

Se considera a un factor de virulencia como aquella molécula o caracteristica de un
microrganismo que le confiere la capacidad de invadir un tejido o le permite la
supervivencia y adaptacion al medio ambiente proporcionado por el huésped. Resulta
interesante que muchos de los factores de virulencia no se encuentran en el cromosoma
bacteriano o también llamado “nucleo del genoma” (Dobrindt et al., 2010), sino que se
localizan en elementos exdgenos al genoma bacteriano, es decir, estan localizados en
elementos genéticos maéviles (transposones), islas de patogenicidad (PAI’s, por sus siglas
en inglés) o elementos genéticos adquiridos por transferencia horizontal, como es el caso
del casete cromosomico de resistencia a meticilina (SCCmec), bacteriéfagos integrados en
el genoma como profagos, entre otros. Sin importar su origen estos genes o grupos de genes
contribuyen a la adaptacion del patdgeno (Dobrindt et al., 2010). Gracias a la variabilidad
de estos factores podemos observar prevalencia de ciertos genotipos de S. aureus en
poblaciones especificas, tal es el caso de los genes de coagulasa y la hemolisina a que
presentan variaciones que se asocian al nicho donde es encontrado S. aureus (DelLeo y
Chambers, en 2009; Kawaguchiya et al., 2011; Urushibara et al., 2012).

3. Epidemiologia de S. aureus.

Pocos afios después de la introduccion de la penicilina en 1942, aparecieron las primeras
cepas de S. aureus resistentes a este antibiotico. Aunque inicialmente se presentaron de
forma esporadica en el &mbito nosocomial, en 1946 ya representaban el 60% de las cepas
de S. aureus aisladas en los hospitales del Reino Unido y pocos afios después se habian
extendido ampliamente en la comunidad. La introduccion de otros agentes
antiestafilococicos como estreptomicina, tetraciclinas, sulfamidas, cloramfenicol y
eritromicina origino la aparicion de cepas de S. aureus resistentes a estos farmacos. Este
patron de resistencia era frecuente en los hospitales a finales de los afios 50, lo que dificultd

de nuevo el tratamiento de las infecciones por S. aureus (Livermore yWarner en 2009).
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3.1. Infecciones nosocomiales.

La aparicion de la meticilina en 1960 y, posteriormente de otras penicilinas resistentes a la
penicilinasa y de las cefalosporinas de primera generacion, supuso un nuevo avance en el
tratamiento de las infecciones estafilocdcicas. Sin embargo, Jevons y Parker (1964)
comunicaron poco despues el aislamiento en el Reino Unido de las primeras cepas de S.
aureus resistentes a la meticilina (SARM). Estas cepas que eran resistentes Unicamente a
los antibioticos PB-lactamicos, aparecieron de forma esporaddica y ocasionaron escasos
problemas clinicos. En los afios posteriores se fueron identificando cepas resistentes en
todo el mundo como sucedid con la vancomicina, antibiético de eleccion para el
tratamiento de infecciones por S. aureus y para el que han aparecido cepas con diferentes
niveles de resistencia (Tenover, 1999, Livermore et al., 2003)

En la actualidad S. aureus permanece como el patégeno con mayor frecuencia de
aislamientos en infecciones en la comunidad y en el ambito nosocomial. En la Gltima
década la epidemiologia de S. aureus ha cambiado mucho y en particular las cepas
resistentes a meticilina (SARM “S. aureus resistente a meticilina” 6 MRSA por sus siglas
en inglés) porque generalmente se encontraban asociadas a los hospitales (SARM-AH
“Adquiridos en Hospitales”). Sin embargo actualmente nos enfrentamos a una
reemergencia de esté patdgeno ya que los estudios referentes en todo el mundo muestran
una tendencia de las SARM a estar presentes en la comunidad (SARM-AC “Adquiridos en
la comunidad”) en la que no se presenta la estancia en nosocomios como factor de riesgo
(Hamdan-Partida et al., 2010). S. aureus es el responsable de una gran cantidad de
afecciones en humanos, entre las cuales se pueden mencionar: endocarditis, intoxicacién
por alimentos, sindrome de shock toxico, septicemia, enfermedades de la piel, infecciones

de tejidos blandos y osteomielitis ademas de mastitis ovina o bovina (Koreen et al., 2004).

Al igual que las cepas de S. aureus sensible a la meticilina (SASM), las cepas SARM se
introducen en el medio hospitalario a través de pacientes, visitantes o trabajadores
sanitarios. El reservorio fundamental lo constituyen los pacientes ingresados que estan

infectados o colonizados, extendiéndose a otros pacientes principalmente por medio de las
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manos del personal sanitario (infeccion cruzada). A medida que progresa un brote
epidémico, aumenta el nimero de portadores nasales de SARM que constituyen, a menudo,
la propia fuente de infeccion. La transmision a través del entorno inanimado (reservorio
ambiental) puede ser digna de mencion, especialmente en ciertas areas, como en las
Unidades de Cuidados Intensivos (Bedolla, 2008), donde la inmovilidad y la intubacion de
los pacientes favorecen la colonizacion por este patdgeno. La transmision también puede
producirse por via aérea, en los pacientes intubados, o por proximidad con pacientes
afectados de neumonia. El porcentaje de portadores de S. aureus, asi como la densidad de la
colonizacién, aumenta en los grupos de pacientes sometidos a punciones frecuentes, como
los enfermos hospitalizados, diabéticos con dependencia de insulina, usuarios de drogas por
via parenteral y hemodializados (Koreen et al., 2004, Hamdan-Partida et al., 2010).

En general, la infeccion se produce en zonas con alteraciones previas de la barrera
mucocutanea debido a heridas traumaticas, intervenciones quirdrgicas, instrumentacion,
drogadiccion parenteral, enfermedades dermatoldgicas, Ulceras isquémicas, etc. A partir de
esta fuente enddgena, S. aureus, que se comportaba hasta entonces como comensal, rompe
el delicado equilibrio que impedia su capacidad de proliferacion y ocasiona una infeccion
local o generalizada. La morbilidad sera variable y dependerd de factores propios del
huésped (edad, estado de salud previo, nivel de riesgo de contagio, etc.), del tipo de

infeccion (focal o sistémica) y de la precocidad del tratamiento (Vergison et al., 2012).

Existen factores asociados que favorecen la adquisicion nosocomial de infeccion por
SARM, entre los que destacan: i) la manipulacion diagndstico-terapéutica (catéter
intravascular, sondaje vesical, intubacion oro-traqueal, etc.), ii) estancia en Unidades de
Cuidado Intensivo, iii) enfermedad grave de base, iv) antibioterapia previa, v) estancia
nosocomial prolongada, vi) cirugia previa o herida quirdrgica, vii) Ulceras isquémicas. Las
medidas mas eficaces para el control de las infecciones por S. aureus en general y SARM
en particular, son las barreras que limitan su extension. Entre las precauciones habituales
figuran el lavado de las manos antes y después de cualquier contacto con infectados, y el
empleo de barreras que eviten el contacto con fluidos o sangre, como guantes de un solo

uso y bata. Aunque en la mayoria de los servicios hospitalarios suele bastar con las
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precauciones habituales de contacto, en el transcurso de brotes con pacientes afectados de
neumonia por SARM, es necesario utilizar mascarilla. Cuando se recurre a los cultivos
microbioldgicos de vigilancia para el control de un brote, suele utilizarse mupirocina, tres
veces al dia, durante 5 dias, para la erradicacion nasal de portadores SARM. El cuidado de
los pacientes con SARM debe ser riguroso para evitar contagios (Hamdan-Partida et al.,
2010).

3.2. Infecciones en la comunidad.

El principal reservorio de S. aureus es el ser humano, ya que se puede encontrar tanto en
portadores sanos, especialmente en las fosas nasales (de manera particular), asi como en los
pacientes infectados. La colonizacion se puede asentar sobre la mucosa nasal, orofaringe,
epidermis integra (es decir, sin una lesion de entrada para el patdgeno), ulceras crénicas
cuténeas, heridas en fase de cicatrizacion o en la uretra de portadores de sonda. Ademas,
esta bacteria ha demostrado poseer una gran capacidad para sobrevivir en un ambiente
adverso y, por la accion de sus determinantes de patogenicidad (capsula mucoide,
polisacaridos, componentes antigénicos de la pared, produccién de enzimas como catalasa,
coagulasa, hialuronidasa, estafiloquinasas, lipasas, f-lactamasas, o la secrecion de diversas
toxinas como la exotoxina epidermolitica, enterotoxinas o la toxina del sindrome de choque
toxico), producir la infeccion (Koreen et al., 2004, Bustos-Martinez et al., 2006, Apolonio-
Alonso et al., 2011).

3.3. S. aureus como patdgeno en animales.

En los ultimos afios la deteccion del aumento de la incidencia de los SARM-AH ha logrado
despertar alerta en los sectores de salud en todo el mundo. De la misma forma se han
detectado alrededor del mundo la presencia de SARM en animales domésticos (Leonard et
al., 2008).

La produccidn lechera es una practica afectada en gran medida por este patdgeno, ya que se
considera como el agente etioldgico con mayor virulencia de la mastitis bovina afectando

considerablemente la produccion lechera y afiadiendo un factor de riesgo a la sociedad.

7
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Cabe mencionar que las enfermedades gastrointestinales provocadas por alimentos en su
mayoria son ocasionadas por el consumo de lacteos contaminados por lo que la salud de la
glandula mamaria tiene una funcion predominante en la salud publica (Akineden et al.,
2008).

4. La Proteina A de S. aureus.

La proteina A (SpA) es uno de los factores de virulencia de S. aureus mas estudiados. Tiene
un tamario aproximado de 42-kDa y esta covalentemente anclada a la pared celular de S.
aureus, a través de su dominio carboxilo terminal (Gomez et al., 2006). SpA esta
compuesta por cinco dominios en tdndem (E, D, A, B, C y X mostrados en la Figura 1.1).
La region X;, contiene un numero variable de Secuencias Cortas Repetidas (SSR’s, por sus
siglas en inglés) que son secuencias cortas en tandem conformadas cada una por 24 a 26 pb
y es utilizada para caracterizar molecularmente los aislamientos de S. aureus (Shopsin et
al., 1999, Harmsen et al., 2003, GOmez et al., 2006). Esta proteina es un factor de
virulencia de S. aureus ya que tiene la propiedad de unirse a la Fraccion cristalizable (Fc)
de las Inmunoglobulinas (Ig), principalmente a la Inmunoglobulina “G” (IgG). Ademas, es
un activador del receptor del Factor de Necrosis Tumoral 1 (TNF-1), el cual promueve la
inflamacién (Gomez et al., 2006). Se ha reportado en la literatura que este factor de
virulencia est4 presente en el 90 a 100% de aislamientos de S. aureus, provenientes de
humanos, y en el 30% en los aislamientos provenientes de bovinos (Gomez et al., 2006);
sin embargo, en este trabajo, se ha encontrado que todos los aislamientos de bovinos (37)
de S. aureus de origen bovino presentan el gen spa. La interaccion de SpA con la region Fc
de los anticuerpos, evita que S. aureus sea fagocitado, debido a que la bacteria se une a la
IgG por la interaccién de SpA con la region Fc, impidiendo que sea reconocida por el
receptor de los macrdéfagos y ocasionando una baja en la opsonizacion. Ademas, el
complejo SpA-1gG no puede estimular la fijacion del complemento por la ruta clésica
(GOmez et al., 2006).
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En trabajos anteriores sea reportado que SpA es sintetizada durante la fase de crecimiento
exponencial de S. aureus. Ademas, se han reportado cepas que expulsan a SpA al medio,
ya que probablemente; algunas proteinas maduras no son capaces de anclarse a la pared
celular. Algunas cepas SARM se caracterizan por expulsar SpA al medio donde se
encuentra S. aureus (Duggleby and Jones, 1983, Lofdahl et al., 1983). También se ha
reportado que SpA es exocitado en microvesiculas liberadas por S. aureus y que son
capaces de inducir apoptosis en lineas celulares Hep-2 de un modo dependiente de la dosis
(Gurung et al., 2011).

4.1.El gen de la proteina A de S. aureus.

El gen de la proteina A (spa) presenta una region polimorfica, SSR’s de la region X, a la
cual se le ha atribuido la capacidad de activar la via del interferon tipo 1 (IF-1) (Martin et
al., 2009). Ademas, presenta la region de union a IgG que comprende las regiones
homdlogas E, D, A, By C (Moks et al., 1986).

Destaca la peculiaridad de presentar un codén TTG como codon inicio de la traduccién en
la posicion 184 que es precedido por una posible secuencia Shine-Dalgarno (Uhlén et al.,
1983;Uhlén et al., 1984)

Region de Unidn a IgG Region polimérfica X.
f i | i
Ls Ileflol{afleflc)] [ x J{ x
5 3
! |
Induccién Reglon ascclada
de TNFR ::::La Induccion -

gura 1.1. Esquema del gen de la Proteina A. En la imagen se representa la estructura del gen spa. En la
region 5° se codifica el péptido sefial “S”, posteriormente se encuentran los 5 dominios de union a 1gG
dispuestos en tandem “E, D, A, B y C”; en la region 3’ se encuentra la region X subdividida en “Xr” (region

de repetidos “SSR’s”) y “Xc”.
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4.2. Secuencias Cortas Repetidas (Xr).

Las Secuencias Cortas Repetidas (SSR’s) se encuentran en la region X del gen spa,
propiamente en la region Xr. A esta region se le denomina SSR debido a que las secuencias
de esta regién se conforman por uno o varios repetidos con cierto grado de homologia de un
tamaro aproximado de 24 a 30 pb ubicados hacia la derecha dominio “C” de la region de
unién a IgG en el sentido 3"del gen (Shopsin et al., 1999).

En esta region podemos encontrar dos secuencias “firma” (signature sequences:
“RCAMCAAAA” en 5" y “TAYATGTCGT” en 3") flanqueando los SSR’s. Esta region es
conocida como Xr (Region X de repetidos) y es la base para un sistema de tipificacion
genética de S. aureus denominado spa-tipos. La secuencia de nucle6tidos posterior a la
firma en 5 corresponde a la region Xc de la cual se ahonda en un apartado propio que trata
especificamente de esta region (Harmsen et al., 2003).

4.3. Polimorfismos de Nucleétido Unico.

Los Polimorfismos de Nucledtido Unico o SNP’s (por sus siglas en inglés) son mutaciones
puntuales en la secuencia de nucledtidos de un gen o alguna region regulatoria del genoma.
Estos cobran su relevancia ya que se relacionan con grupos especificos de una determinada
poblacion o se asocian con enfermedades tales como el cancer, enfermedades del corazén,
padecimientos cardiacos, diabetes y desérdenes psiquiatricos (Kwok, 2003). Como se
menciono anteriormente, las variaciones en la regién Xr son la base para la asociacion de S.
aureus con enfermedades infecciosas gracias a que los spa-tipos (spa-typing) presentan
buena concordancia con Multilocus Sequence Typing (MLST) y SCCmec-typing ademaés de
otorgarle dispersion a los perfiles de analisis de macrorrestriccion en electroforesis en geles de
campos pulsados (PFGE). Debido a esto el spa-typing se usa en todo el mundo para la

caracterizacion molecular de S. aureus (Harmsen et al., 2003, Schouls et al., 2009).
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5. Andlisis bio-informatico: Posible presencia de SNP’s en las regiones EDABC

de la proteina A.

El andlisis de las secuencias reportadas del gen spa reportadas en la base de datos de
GenBank del National Center of Bioinformatics Institute (NCBI) muestra que el marco de
lectura de todo el gen de SpA presenta polimorfismos a lo largo de todas las regiones de
unién a 1gG, a pesar de que se ha considerado que dicha region es constante. Con la
finalidad de observar posibles SNP’s en la secuencia mencionada, se generaron
alineamientos sobre la secuencia de aminoécidos de las secuencias de las diferentes SpA
encontradas dando como resultado la identificacion de los SNP’s y secuencias de insercion
o eliminacién (INDEL’s) esquematizados en la Figura 1.2 (Roben et al.; 1995; Jansson et
al., 1998; Shopsin et al., 1999; Blanco-Gelaz et al., 2006; El-Sayed et al., 2006; Oviedo-
Boyso et al., 2008; Martin et al., 2009; Garofalo et al., 2012).

Este hecho cobra relevancia debido a que en los ensayos realizados para la identificacion de
las interacciones de SpA con receptores celulares, se utilizan indistintamente aislamientos
clinicos, cepas de referencia o fuentes de SpA comerciales sin tener en consideracion los
SNP’s que puede presentar cada proteina. Por ejemplo, al dilucidar la interaccion de SpA
con TNFR1 se us6 solo una SpA sin tomar en consideracion las variantes con las que
cuenta SpA (Gomez et al., 2006) por lo que es de primordial relevancia utilizar
aislamientos que concuerden con la patologia estudiada ya que se ha demostrado que la
region Xr es capaz de dar trazabilidad a cada aislamiento, por lo que de manera general uno

0 varios spa-tipo concuerdan con un origen o patologia especificos.

Existen trabajos en los cuales se demuestra que los diferentes dominios E, D, A, By C
pueden anclar las 1gG's de forma independiente aunque con distinto grado de afinidad,
siendo el dominio D el mas eficiente debido a que presenta mayor grado de afinidad por la
porcion Fc (Jansson et al., 1998). Sin embargo, en el presente trabajo se observa que el
dominio con mayor conservacion es el E en los genomas de cepas de S. aureus (tomando en

consideracion sélo aquellos que cuentan con el proteoma editado y publicado en NCBI) por
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lo que resulta interesante un analisis de conservacion en estas regiones, ya que se cuentan

con reportes sobre aislamientos que tienen INDEL s en esta region (Baum et al., 2009).

La region X se encuentra subdivida en dos porciones: la region Xc cuya secuencia se
caracteriza por ser conservada y la region Xr donde encontramos secuencias polimorficas
como se describe en la seccion 4.5 (Shopsin et al., 1999, Harmsen et al., 2003). En la
porcion Xc se encuentra el motivo LPXTG que marca la union de SpA a la pared celular
por lo que mutaciones o INDEL’s en esta porcion podrian ser factores que marquen una
falla en la secrecion de SpA

La porcion Xr cobr6 importancia epidemiolégica ya que siendo un marcador molecular
basado en un solo gen ha podido equipararse con otras técnicas como el MLST para la

genotipificacion de S. aureus (Nubel et al., 2011)

En los Gltimos afios se ha comenzado a generar trabajos sobre el efecto que tiene la region
Xr en las células del hospedero y se ha observado que esta regién es capaz de activar la via
del interferdn tipo 1 (Martin et al., 2009). En este trabajo cabe destacar la utilizacion de
aislamientos caracterizados por spa-tipos y que corresponden a una patologia en especifico
con la cual el estudio es sustentado. Sin embargo, la activacion del interferdn tipo 1 en spa-

tipos que se asocian a otro tipo de patologia queda aun por analizarse.

6. Caracterizacién molecular de S. aureus mediante los spa-tipos

Esta técnica se basa en el analisis del polimorfismo de la regidén Xr del gen spa (Harmsen et
al., 2003). Estas secuencias reciben una nomenclatura de acuerdo con su orden secuencial
(como lo indicado en la Figura 1.2) y posteriormente a esta sucesion de repetidos se asigna
su spa-tipo (Shopsin et al., 1999, Harmsen et al., 2003).

Para la clasificacion de las SSR’s a cada repetido individual se le asigna un nombre y al
conjunto de repetidos se le asigna un tipo (en conjunto spa-tipos ver figura 1.2). De esta
forma se logra un conjunto de datos, que son analizados utilizando el software

RidomStaphType (http://www.ridom.de/spaserver/). La base de datos mundial en la
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actualidad cuenta con de 313 repetidos reportados y mas de 100,000 spa-tipos encontrados.
Ademés de los oligonucledtidos sugeridos en la literatura (Harmsen et al., 2003)
RidomStaphType recomienda la utilizacion de un protocolo de amplificacion y
secuenciacion ya que las secuencias reportadas deben encontrarse indispensablemente entre
las dos secuencias firma antes mencionadas. Debido a estas condiciones existen secuencias
de aislamientos que no son aceptados en RidomStaphType por la carencia de las secuencias
firma. Sin embargo, esto no impide que aislamientos con carencia de las secuencias firmas
pueden caracterizarse, lo cual se lleva a cabo amplificando y secuenciando regiones con
mayor amplitud en la secuencia blanco de spa (Baum et al., 2009). En resumen, el analisis
de secuencia de Xr es sencillo ya que se basa en la secuenciacion de un solo loci lo que en
un principio es facil comparado con otras técnicas (Cookson et al., 2007, Schouls et al.,
2009).

spa-typing

i, Signatures
Region Xr l/
TAYATGTCGT

TV

1208 —— e rli7Z ‘: r20 —| r34 :ﬁ

‘ |
=
o
=

INICIADOR REVERSC
INICIADOR ADELANTADC

LODIODODVVOVVVVOVOVVDOVD

DDDLOOVVVOVVOVVOVOVVOVVY
LODIDDDVVOVVODIOVOVVDOVVY
DDDLOOVVVOVVOVVOVDVVDVVY
LODIDOVVVVVVOVVOVDVVDVVY

r04-r20-r17-r20-r34=t2906

Figura 1.2. Esquema que muestra la estructura de un spa-tipo. Se cuenta con la indicacion de las firmas
(FI, FD) las cuales flanquean a la region y en la parte central se encuentran los repetidos marcados con unary
un namero. Fuera de la region Xr se encuentra un par de oligonucledtidos, un adelantado y un reverso
utilizados para amplificar la region correspondiente (Carmona-Gasca et al., 2012).
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7. Funciones de SpA.

La proteina A de S. aureus juega un papel importante en la patogénesis, debido a su
interaccion especifica con la porcion constante de las Inmunoglobulinas (Fc) de diversos
mamiferos (Moks et al., 1986). Cada dominio (EDABC) del gen spa puede unirse con gran
afinidad a la region Fc de la IgG. Esta interaccion con la Fc de la IgG permite eludir la
fagocitosis (Foster and Hook, 1998) debido a que la bacteria se une a la IgG por el receptor
Fc y no puede ser reconocido por los neutrofilos (Gémez et al., 2006). Ademas, el
complejo formado por la SpA con IgG no puede estimular la fijacion del complemento por

la ruta clasica evadiendo asi al sistema inmune (Gémez et al., 2006).

En un estudio publicado por Jansson et al., 1998 se demuestra que la interaccién de SpA
con las IgG’s se encuentra presente en cada uno de los dominios, aunque existen
diferencias significativas por la afinidad que presentan de forma individual dando como
evidencia que cada uno de los dominios son repeticiones con algun grado de divergencia.
Estas variaciones podrian explicar de igual forma las diferencias encontradas en la

interaccion de los dominios de SpA con TNFRL.

Ademas de estas funciones Martin et al., 2009 generaron construcciones a partir de la
region Xr, utilizando cepas de tipo pandémico en EUA (USA 300 y Newman) y un par de
aislamientos clinicos. Con ellas lograron determinar la activacion de la sefializacion
intracelular correspondiente la via del Interferon (IFN). Estas construcciones tienen en
comudn sélo un repetido (r07) el cual contiene una secuencia de aminoacidos que se

encuentra conservada en la mayoria de los repetidos reportados hasta el momento.

8. Componentes de la respuesta inflamatoria donde interviene SpA.

La inflamacidén es una respuesta inespecifica que da frente a las agresiones generadas por
agentes extrafios al organismo, como es el caso de agentes toxicos, virus, bacterias, hongos

y algunos otros agentes que no son considerados patdgenos entre ellos podemos encontrar
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vidrio, polen, telas, etc., la respuesta inflamatoria en este caso depende de la sensibilidad
que presenta el organismo a estos agentes (Rock et al., 2010). La inflamacion o respuesta
inflamatoria tiene varios mediadores, como es el caso de las citocinas interleucina 1 (IL-1),
interferon B y el factor de necrosis tumoral o (TNF-a), que tienen accion en todo el
organismo, estas son producidas por monocitos, macrofagos y algunos linfocitos T (Mateos
Poumian, 2004).

La presencia de estas citocinas promueve la inflamacion, por lo que también se les
denomina “citosinas pro-inflamatorias” y como consecuencia son capaces de estimular

distintas respuestas celulares que a continuacién se enumeran.

e La activacion de TNFR1 tiene como consecuencia la expresion de TNF-a, el cual
puede activar la ruta de las caspasas generando apoptosis en las células adyacentes y
estimulando la produccién de interleucinas (Mateos Poumian, 2004).

e La expresion de IL-1 promueve la sintesis de prostaglandinas, leucotrienos, la
expresion de ciertos proto-oncogenes, la produccién de otras interleucinas,
promueven la liberacion de histamina por mastocitos, ademas de ser un pirégeno
(Fenton, 1992).

e EIl interferdn tiene accién directa sobre células cancerigenas disminuyendo su
proliferacion ademas su expresion también es inducida por compuestos bacterianos
toxicos, ademés la cascada de sefalizacion del interferon tipo 1 es uno de los
mayores efectores inmunolégicos y es esencial para la respuesta a infecciones
virales y la coordinacion de la respuesta inmune innata y adaptativa (Jonasch and
Haluska, 2001, Martin et al., 2009, Ho and lvashkiv, 2006)

Anteriormente se ha demostrado la participacion de SpA en la induccidn de estas citocinas ,
por ejemplo la interaccion de SpA con el receptor del factor de necrosis tumoral 1 (TNFR1)
en células endoteliales de pulmon, provocando la expresion de TNF-o y siendo un factor
critico en la patogenia de S. aureus, el cual depende de los dominios de union a IgG de SpA
(Gomez et al., 2006, Goméz et al., 2004).
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También se ha demostrado que cuando SpA es endocitada en células endoteliales de
pulmon es capaz de activar la produccion de IF tipo 1, la activacion de la via de
sefializacion JAK-STAT y la produccion de IL-6, aunque ain no es claro el beneficio
obtenido por S. aureus al provocar que estas citosinas se encuentren presentes se ha
observado que son indispensables para que S. aureus prolifere y genere patogenia en el
huésped (Martin et al., 2009).

1V. Justificacion.

La proteina A de S. aureus participa en la patogenicidad de esta bacteria, contribuyendo a
la evasion de la respuesta inmune. A cada una de las funciones anteriores se asocia una
region especifica de la proteina. Existen evidencias de que dichas regiones presentan
polimorfismos en sus secuencias. Ademas, la region Xr del gen spa se ha utilizado como
marcador para la caracterizacion de aislamientos de cepas de S. aureus de origen clinico
debido a que presenta SSR’s. Por lo anterior, es importante caracterizar los polimorfismos
presentes en cada una de las regiones funcionales del gen spa en aislamientos clinicos de
diferente origen y evaluar la asociacion de estos polimorfismos con la especificidad de
hospedero o de patogenia. Al caracterizar spa se puede vislumbrar en qué grado puede
participar SpA como factor de virulencia en las clonas encontradas en distintos ambientes.
Asi mismo, estudios de la variacion genética de la secuencia del gen spa revelaran datos

para que se puedan generar anticuerpos especificos contra las clonas de S. aureus.
V. Hipotesis.

Los polimorfismos de nucléotido Unico (SNP’s) presentes en la region de union al Fc de las
IgG’s, en la region de activacion de TNFR1 y los polimorfismos de secuencias cortas
repetidas (SSRs) en la regién X del gen spa que codifica para la proteina A (SpA) de

Staphylococcus aureus, estan correlacionados con el tipo de hospedero y la patologia.
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V1. Objetivos.

e Objetivo general.
Identificar los polimorfismos de nucleétido Unico (SNP’s) y de secuencias cortas repetidas
(SSR’s) en el gen spa que codifica para la proteina A que se puedan asociar a la

especificidad de hospedero o de patologia.

e Objetivos especificos.

> Caracterizar los SNP’s de las regiones de unién a Fc y de activacion a TNFR1 en
aislamientos de S. aureus de origen bovino y humano.

> Caracterizar los SSR’s de la region Xr de la proteina A en aislamientos de S. aureus
de origen bovino y humano.

> Establecer correlaciones entre el polimorfismo de cada region y la patologia o la

especificidad de hospedero.
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VII. Estrategia experimental.

Etapa 1 Etapa 2

Caracterizacion de 5.

_ Disenio de oligonucleodtidos
aureus mediante

para la region de unién a IgG

spa-typing
spa-typing Caracterizacion de la
region de Union a
IgG de S. aureus
Reporte de
los spa-tipos
encontrados

|

Determinar las relaciones
correspondientes

18



MVZ Francisco Ramén Garcia Rodriguez 2013

VIII. Resultados.

Capitulo 1. Caracterizacion molecular de aislados de Staphylococcus aureus asociados
a mastitis bovina mediante spa-typing en el municipio de Tarimbaro, Michoacan.
RESUMEN.

Staphylococcus aureus es el patégeno que se observa con mayor prevalencia en la mastitis
bovina de acuerdo con el tipo de explotacion y también es un patégeno importante en
humanos. Es agente causal de diversas enfermedades de tipo infeccioso, por lo que
representa un riesgo para la salud publica. Debido a esto los estudios de tipo
epidemioldgico de este patdgeno en los Ultimos afios han cobrado relevancia en los tltimos
afios. Una de las formas de caracterizacion molecular de S. aureus es el spa-typing, que se
basa en la secuenciacion de la region Xr del gen de la proteina A de S. aureus. En el
presente trabajo se analizaron las regiones Xr de diversos y se detectaron mutaciones en las
secuencias firma que impiden el reporte oficial de los spa-tipos asociados. También se
identificaron nuevas secuencias de repetidos, diferentes a las reportadas en la base de datos
de RidomSpaServer. Por lo anterior, se proponen modificaciones a las secuencias firma que

permitan registrar apropiadamente los spa-tipos de aislados de S. aureus de origen bovino.

Palabras clave: Epidemiologia, Proteina A, Region Xr, Ridomspa server, trazabilidad,
Mastitis.

Introduccion.

La mastitis bovina se define como una infeccion aguda, sobreaguda o crénica de la ubre,
causada por la invasion bacteriana de los conductos lacteos ascendentes a partir del pezon
(Turkyilmaz et al., 2010). Esta enfermedad tiene un impacto tanto en la calidad y la
cantidad de leche producida, como en la produccién, y el bienestar animal. Probablemente
la mastitis es la mas costosa de las enfermedades infecciosas endémicas que afecta a las

vacas Y otras especies lecheras (Berry y Hillerton, en 2002).

La mastitis conduce a una disminucién en la produccion del 4 al 30% de leche y a una baja

en su calidad, ademas, incrementa los costos del cuidado de la salud del hato y predispone
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al desecho prematuro de los animales infectados (Bedolla, 2008). La patologia mas
importante es la forma subclinica ya que no muestra evidencia de inflamacion pero revela
cambios en la composicién de la leche (como el conteo de células sométicas, que son parte
de la respuesta inflamatoria y un indicador del estado de salud de la glandula mamaria). Por
su parte la forma clinica se caracteriza por una inflamacion notoria de la ubre que puede ir

acompafada de improductividad de la glandula (Hillerton y Berry, en 2005).

Hemolisinas, catalasa, lipasa, peptidoglicano, adhesinas como FnB y proteina A (SpA) son
proteinas que participan en la virulencia de S. aureus y sirven también para evadir la

respuesta inmune del huésped (Bustos Martinez J. A., 2006).

El gen que codifica para SpA se encuentra en la cadena negativa del genoma de S. aureus.
Para su estudio se divide en dos regiones, la llamada region de unién a IgG y una region
variable denominada “X” (Shopsin et al., 1999, Gémez et al., 2006). La region de union a
IgG consiste en cinco dominios precedidos por un péptido sefial (S, E, D, A, By C) y la
region X se subdivide en “Xc” la cual se considera constante y una region “Xr” donde se

localiza el mayor nimero de polimorfismos (Moks et al., 1986).

Estos dominios son llamados region de unidén a IgG debido a que SpA es capaz de
interactuar con una porcion de las Inmunoglobulinas (lg) especialmente con la IgG
(Inmunoglobulina “G”), aunque se ha demostrado que todos los dominios de esta region

pueden interactuar con IgG (Jansson et al., 1998).

La proteina A de S. aureus juega un papel importante como factor de virulencia, debido a
su interaccion especifica con la porcion Fc de las Inmunoglobulinas de diversos mamiferos
ya que le confiere SpA confiere la capacidad a S. aureus de eludir a los neutrofilos(Foster y
Hook, 1998; Gémez et al., 2006).

En la region X se encuentran una serie de secuencias cortas repetidas denominadas SSR’s
(por sus siglas en inglés) que tienen mucha similitud en su secuencia y tienen un tamafo
aproximado de 24 a 30pb y se encuentran cercanas a la region carboxilo terminal de SpA
(Shopsin et al., 1999).
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Los estudios referentes a la region Xr mostraron que este locus presenta variaciones que
correspondian a aislamientos cuyo origen era similar o se encontraban asociados como es el
caso de los Staphylococcus aureus Resistentes a meticilina (MRSA, por sus siglas en
inglés) (Shopsin y Kreiswirth, en 2001). Derivado de los hayasgos encontrados por la
genotipificacion de S. aureus por la regién Xr y gracias a su poder discriminatorio
(Harmsen et al., 2005) se gener6 una base de datos internacional
(http://www.ridom.de/spaserver/) en la cual es posible encontrar y registrar todos los spa-

tipos (secuencias de la region Xr) estudiados a nivel mundial, asi como informacion sobre
cada aislamiento (como es el caso del MLST, SCCmec-type, PFGE, origen del aislamiento,
lugar del aislamiento, patogia con la que se encuentra asociado, etc.). Para esto es asignada
una nomenclatura y ademas se enumeran las condiciones necesarias para su aceptacion
como lo son: 1) la presencia de dos secuencias firma (“RCAMCAAAA” en 5y
“TAYATGTCGT” en 3" en ambos sentidos de la secuencia de nucleotidos delimitando los
SSR’s (Shorh Sequence Repet’s); 2) inmediata a la primera firma se debe encontrar la
primer secuencia de repetidos y antes de la segunda firma se acepta encontrar hasta 19

nucleotidos antes de esta firma (Harmsen et al., 2003).

Los spa-tipos son generalmente usados en el dmbito nosocomial como un marcador
molecular para S. aureus ya que se trata de una técnica sencilla que puede dar trazabilidad a
los aislamientos. Al clasificar aislamientos de origen bovino (en concreto provenientes de
mastitis bovina) podremos obtener informacion valiosa respecto al fondo genético de S.

aureus ya gue se podran comparar con los aislamientos circulantes en todo el mundo.

En este trabajo, se utilizo la técnica de spa-typing para la caracterizacion molecular de S.
aureus asociado a la mastitis bovina en el municipio de Tarimbaro Michoacan en las
comunidades de Cotzio y Téjaro. Este municipio en particular destaca en su produccion
lechera ya que forma parte importante en el abasto de productos lacteos dirigidos a la
capital del estado. Ademas en este municipio predomina un sistema de produccién de tipo
familiar denominado “de traspatio” (Méndez et al., 2000;Olivera-Mora M, 2008) dando un

nicho peculiar para S. aureus.

Materiales y métodos.

21


http://www.ridom.de/spaserver/

MVZ Francisco Ramén Garcia Rodriguez 2013

Se utilizaron aislados de Staphylococcus aureus obtenidos a través de un muestro aleatorio
de distribucion proporcional, realizado en el Municipio de Tarimbaro Michoacén en las
localidades de Cotzio y Téjaro con un total de 13 unidades de produccion, 96 vacas
muestreadas y un total de 25 aislamientos caracterizados como S. aureus(Granados-
Beltran, 2010) y 12 aislamientos obtenidos en la misma regién en un estudio anterior (datos
no publicados). Estos aislamientos forman parte de un estudio de orientacion observacional
transversal que se realiza en el Estado de Michoacan.

Una vez caracterizados los aislados fueron cultivados en 3 ml de caldo de infusion cerebro-
corazén (BHI) durante toda la noche en agitacion a 37 °C. Posteriormente se depositaron
850 ul del cultivo en un criovial previamente esterilizado conteniendo 150 pl de glicerol
(de Sigma ™), se agitaron y se almacenaron para su preservacion a -80 °C. De manera
paralela, se mantuvo un cultivo en fresco en placas de agar Sal y Manitol y un cultivo

inclinado y por picadura en BHI.
Extraccion de ADN.

Se dispuso un cultivo de 2 a 3 ml en caldo BHI y fue incubado a 37°C en agitacion durante
toda la noche. A continuacion, se agregaron 500 pl de cultivo a un tubo de 600 pul y se
centrifugd a 10,000 rpm durante 10 minutos. La pastilla se incub6 en 400 pl de solucion de
lisis la cual contiene buffer TE (10 mM Tris-HCI con 1 mM EDTA pH 8), 8 ul de Lisozima
(1 pg) por ml y 16 ul de Lisostafina (1 ug por ml por cada muestra), a continuacion se
incubo a 37 °C durante 30 minutos; posteriormente se afiadieron 40 pl de Dodecil Sulfato
de Sodio (SDS Sigma ™), incubando a 55°C por 30 minutos. Transcurrido el tiempo se
afladieron 20 pl de Proteinasa K, incubando a 55°C por 30 minutos. Después se incubé a
95°C durante 10 minutos. EI ADN fue precipitado agregando NaCl a una concentracion
final de 0.3 mM y 0.6 volumenes de Isopropanol manteniendo los tubos a -20 °C por 15 a
30 minutos. Posteriormente se centrifugd de nuevo a 10,000 rpm vy el pellet se resuspendio
en etanol al 70% manteniéndolos de nuevo a -20 °C durante 15 a 30 minutos. A
continuacion los tubos fueron secados a temperatura ambiente. Finalmente el ADN fue
resuspendido en 100ul de Buffer TE.

22



MVZ Francisco Ramén Garcia Rodriguez 2013

Amplificacion de la region Xr (spa-typing).

Para la caracterizacion de los aislamientos con base en la secuencia de la region X del gen
spa, se obtuvieron productos de amplificacion con los oligonucleétidos spa-1095F (5’ AGA
CGA TCC TTC GGT GAG C 3') y spa-1517R (5" GCT TTT GCA ATG TCA TTT ACT G
3") (Gilot et al., 2002). Para la amplificacion de los fragmentos por PCR se prosiguio con el
protocolo descrito con anterioridad (Harmsen et al 2003), utilizando de 30-80ng de ADN
molde, 2.5 mM de dNTP’s, 0.2 uM de cada oligonucleétido y 1.2 u de DreamTaq ™

(Fermentas) en un volumen final de 50 pl.
Secuenciacién y analisis de secuencias.

La secuenciacion se realizo por el método de Sangeret al., 1977 utilizando los analogos de
dideoxinucleotidos del kit Big Dye Terminator CycleSequencing Ready Reaction V 3.1
(Applied Biosystems), en el Laboratorio Nacional de Genémica para la Biodiversidad del

CINVESTAV-IPN. Las secuencias de la region Xr del gen spa se analizaron utilizando el

software en linea (www.segtools.com) o utilizando el software NiSspa, una rutina

informatica disefiada en el laboratorio (Carmona-Gasca et al., 2012).
Resultados.

En la coleccion perteneciente a aislados de bovino se encontraron los spa-tipos mostrados
en la Tabla2.1, donde se muestran las secuencias claramente asignables a un spa-tipo
previamente reportado en las bases de datos de RidomStaphType. En contraste también se
muestran spa-tipos que no cuentan con las firmas necesarias para su reporte. Sin embargo,
con analisis de las secuencias se pudieron identificar variaciones en la secuencia
correspondiente con la firma y asi determinar la sucesion de repetidos para cada

aislamiento.
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Tabla 2.1 Relacion de spa-tipos encontrados en bovinos.

Aislamiento
ATCC 27543
NCTC 8325

MRI-3
MRI-12
MRI-21
MRI-22
MRI-23
MRI-29
MRI-32
MRI-33
MRI-34
MRI-35
MRI-36
MRI-37
MRI-147
MRI-148
MRI-149
MRI-150
MRI-151
MRI-152
MRI-154
MRI-155
MRI-157
MRI-158
MRI-159
MRI-160
MRI-161
MRI-162
MRI-163
MRI-164

Firma 5’
GCACCAAAA

GCACCAAAA

GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAC
GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAA
GCACCAAAA

GCACCAAAA

Secuencia de repetidos
11-19-12-21-17-34-24-34-22-25

11-19-12-12-21-17-34-24-34-
22-25
11-19-12-21-17-34-24-34-22-25

07-23-12-21-17-34-33-34
07-23-12-21-17-34-34-34-33-34
07-23-12-21-17-34-33-34
07-23-12-21-17-34-33-34
26-30-17-34-17-17-16-12-17-16
07-17-34-34-34-33-34
07-23-12-21-17-34-33-34
07-17-34-34-34-33-34
07-17-34-34-34-33-34
07-17-34-34-34-33-34
07-23-12-21-34
07-23
07
07-17-34-34-34-33-34
07-23-12-21-34
07-23-12-21-34
07-23
07-23
07-23-12-21-17-34
07-23
07-17-34-34-34-33-34
07-23-12-21-34
07-23
07-23-12-21-34
07-17-34-34-34-33-34
07-23

07-23-12-21-17-34-34-34-33-34

Firma 3’
TACATGTCGT

TACATGTCGT

TACATGTCGT
TACATGTCGT
TACATGTCGT
TACATGTCGT
TACATGTCGT
TACATGTCGT
TACATGTCGT
TACATGTCGT
TACATGTCGT
TACATGTCGT

TACATGTCGT

TACATGTCGT
TACATGTCGT
TACATGTCGT
TACATGTCGT
TACATGTCGT
TACATGTCGT
TACATGTCGT
TACATGTCGT
TACATGTCGT
TACATGTCGT
TACATGTCGT
TACATGTCGT
TACATGTCGT
TACATGTCGT
TACATGTCGT

TACATGTCGT

spa-tipo
t008

t211

t008
1224
1267
1224
1224
1265
t1965
1224
t1965
11965
t1965
t4570
t605
1693
t1965
t4570
t4570
t605
t605
t189
t605
11965
t4570
t605
t4570
11965
t605

1267

Origen
MC, R
R

MSC
MSC
MSC
MSC
MSC
MSC
MSC
MSC
MSC
MSC
MSC
MSC
MSC
MSC
MSC
MSC
MSC
MSC
MSC

MSC
MSC
MSC
MSC
MSC

MSC
MSC

ST
8
8

352
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97

126

g**
97
97
97

479

479

188

126
1*

126
352
97
126
97
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MRI-165 GCACCAAAA 07-23 TACATGTCGT t605 MSC 97
MRI-166 GCACCAAAA  07-23-1221-17-34-34-34-33-34  TACATGTCGT 1267 MSC 352
MRI-167 GCACCAAAA 07-23-12-21-34 TACATGTCGT t4570 MSC 352
MRI-170 GCACCAAAA  07-23-12-21-17-34-34-34-33-34  TACATGTCGT t267 MSC 352
MRI-171 GCACCAAAT  07-23-12-21-17-34-34-34-33-34  TACATGTCGT 1267 MSC 352
MRI-172 GCACCAAAA 07-17-34-34-34-33-34 TACATGTCGT 11965 F 97
MRI-173 GCACCAAAA  07-23-12-21-17-34-34-34-33-34  TACATGTCGT 1267 MSC 352
MIR-176 GCACCAAAA 07-17-34-34-34-33-34 TACATGTCGT t1965 MSC 97
MRI-180 GCACCAAAA 07-23-12-21-17-34-33-34 TACATGTCGT 224 MSC 97

En la tabla se muestran los diversos spa-tipos encontrados en el estudio. La X indica un repetido que no se
encuentra reportado en la base de datos. Los aislamientos MRI-147 y MRI-171 muestran una firma en 5" con
un SNP. NA, no asignado. MC (mastitis clinica); R (cepa de referencia); MSC (Mastitis subclinica); F
(fémite); (**) ST no asignados (*) ST nuevos no reportados en bases de datos (Angel, 2012). Los spa-tipos
fueron designados utilizando el software NiSspa.

De las secuencias analizadas so6lo al 84% se les pudo asignar un spa-tipo. En particular, en

los aislamientos MRI-147 y MRI-171 se encontré un SNP (Polimorfismo de nucle6tido

Unico mostrado en la imagen 2.1) en la firma 5™ por lo que su caracterizacion formal no es

posible por spa-typing segun los criterios establecidos (Harmsen et al., 2003). Los spa-tipos

con mayor frecuencia es el estudio t1965 (19%) y t4570 (14%). La frecuencia relativa de

los spa-tipos se encuentra representada en la Figura 2.1.

11965
0%

1693
3%

Figura 2.1. Frecuencia relativa de los spa-tipos en el estudio. En el grafico se localizan los spa-tipos y su

frecuencia.
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En la Figura 2e.2, se muestra un alineamiento representativo de las secuencias firma de los
aislamientos que cuentan con todas las condiciones necesarias para Su reporte,
conjuntamente con los aislamientos MRI-147 y MRI-171 que cuentan con dos
substituciones en los nucleotidos en la firma 5° (RCAMCAAAA) en la que se encuentran
dos degeneraciones R (A 0 G) y M (A o C). Sin embargo se puede observar que la firma en
5" que otorgaria el spa-tipo a los aislamientos MRI-147 y MRI-171 es RCAMCAAAH (H

= A, C 6 T) yaque presentan una mutacion en el Gltimo nucle6tido de la firma.

L[|V 7 |Grabanddragresiducs] T PPN [ B PR B R b E R R R RN [P R AR L [ i v

~ 20 30 40 50 60 70 gQ FinmaenS' gg 100
NCTC8325 GCTAAACGATGCTCAANGCACCARAAIGAGGAAGACAATAACAL
MIR 3 AAGCTAAACGATGCTCAMNGCACCAAAAAGGAAGACAATAACAL
MRI 12 TARAGCTAAACGATGCTCANGCACCAAAAGAGGAAGA CAACAACE
MRI 14 IGCACAAAARRGAAGGAAAGACAACA?
MRI 22 AGCTAAGCTA-AACGATGCTCANGCACCAAAAGAGGAAGACAA-CA
MRI 32 AAGCTAAACGA TGCTCANGCACCAAAAGAGGAAGACAACAA
MRI 34 AAGCTTAAAAGCTAAACGA TGCTCAAGCACCAAAAISAGGAAGACAACRA
MRI 35 AGCTAAACGATGCTCAMNGCACCAAAAIAGGAAGA-CAACAACE
MRI 36 AGCTAAACGA TGCTCAMNGCACCAAAAGAGGAAGACAACAR
MRI 147 TACAGCTAAA CGA- TGCTCACGCACCAARAGAGGAAGACRACAR
MRI 148 GGGGGGGGGETACCGGGGGGA-GCGAGT AACAGCTAAA CGA-TGCTCANGCACCAARMGAGGAAGACALACAL
MRI 149 TATTTAGACGATCCGCCGGTGAGCAAAGARATTTTAGCAGAAGCTAAAAAGCTAAACGA-TGCTCAMNGCACCAA AGGAAGACAACAA
MRI 150 [GCACCAT AGGAAGACAACAA
MRI 152 CGGAAAGGCGACTACAAAGCTAAACGATGCTCAAGCACCA? AGGAAGACTAATAACE
MRI 155 ATTTAGACGATCTCTCGGTGAGCAAAGAAATTTTAGCAGAAGCTARAAAGCTAAACGA - TGCTCANGCACCARANG? AAGACAACAA
MRI 163 GGGGGGGAATGGGGAGCAGATGCTCGT ACGAGCTAAAGCTATCGA TGCTCANGCACCAAAARAGGAAGACAACARA
MRI 166 ARAGCTARAACGATGCTCAAGCACCAAAAAGGAAGACAACAACAL
MRI 170 GGGGACAAACGCATTTTACGCGAGGGAGGAGGAGCACGGCTAATCGATGCTCANGCACCARANGAGGAAGACAACAACAL
MRI 172 AAGCTAATCGATGCTCAGCACCAAAAGAGGAARACAACAACAT
MRI 176 GCTACAGCTAATCGATGCTCANGCACCAAAAGAGGAAGRCAACARACAE
MRI 171 GCACCAAH@SAGGAAGA AACAACA?
I
o

Figura 2.2 Alineamiento de secuencias firma en el extremo 5 de la regién Xr de spa. En la figura se
encuentran enmarcadas las secuencias firma en 5 de diversos alineamientos generados en el estudio. Se
indica SNP’s que formarian una nueva degeneracion en la firma (RCAMCAAAH) que incluiria los
aislamientos MRI-147 y MRI-171 en la base de datos de Ridom. Alineamiento generado con el software
ChromasL.ite 2.0.

Discusién.

La identificacion de diversos spa-tipos que afecta a una poblacion bovina localizada en las
comunidades de Cotzio y Téjaro pertenecientes al municipio de Tarimbaro Michoacan nos
indica la diversidad de S. aureus ya que como se muestra en la Figura 2.1 existen varios
spa-tipos con la misma frecuencia conviviendo en el mismo lugar lo cual nos demuestra
gue no se comporta en forma clonal, es decir, diversos spa-tipos se encuentran agrupados

en una poblacion delimitada.

Cabe resaltar la presencia del aislamiento MRI-3 en una poblacion bovina, ya que cuenta

con el spa-tipo t008, el cual, de acuerdo a la informacion disponible en RidomStaphtype
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corresponde a aislamientos que afectan a seres humanos y no a bovinos. La secuencia-tipo,
determinada por MLST, corresponde con un ST-8, genotipo asociado a infecciones de
comunidad, principalmente en escuelas o carceles, pero que también ha causado
infecciones nosocomiales. Este caso no es una peculiaridad ya que en el estudio se contd
con la cepa ATCC27543 la cual también cuenta con un spa-tipo t008, ST-8 y también es un
aislado de bovinos. Este hallazgo indica que existe la posibilidad de contagios cruzados
entre humanos y bovinos ya que de acuerdo al genotipo de los aislamientos t008 son tipicos

en aislamientos clinicos de humanos.

En el estudio también contamos con otra cepa de referencia NCTC 8325 la cual es un
aislado de osteomielitis, esta cuenta con spa-tipo t211 y se encuentra relacionada con las
t008 ya que ambos spa-tipos comparten el mismo ST-8 por lo que pertenecen a un mismo
complejo clonal. En el resto de los aislamientos se encontrd un spa-tipo que corresponde a

aislamientos relacionados con bovinos lo que corresponde a lo esperado.

Debido a que no fue posible definir el spa-tipo de algunas cepas aisladas de bovinos, por la
falta de secuencias consenso para enmarcar los repetidos, es posible que como
consecuencia de este trabajo surja una nueva propuesta sobre las firmas encontradas en los
aislamientos de bovinos. De acuerdo a lo mencionado con anterioridad por Baum et al 2009
las eliminaciones sobre el dominio C (lugar donde se ubica el primer Forward y antecede a
la firma en 3") son comunes en los aislamientos que no pueden ser caracterizados por spa-
typing por lo que un analisis, como el presentado podria establecer nuevos criterios de
informacioén para la designacion de nuevas firmas o los propios INDEL s (Inserciones o
Eliminaciones (Insertions-Deletions) que pudieran generar variacion a el criterio de

clasificacion.

A pesar de las dificultades con el reporte de los aislamientos, los spa-tipos resultan una
poderosa herramienta para la caracterizaciéon de S. aureus, que tal vez es debido a que se
trata de un factor de virulencia que se encuentra involucrado en la invasion del huésped.
Esto se fortalece por los datos analizados en el Capitulo 2, que permiten establecer en
analisis de minima dispersién, asociaciones con la patologia. A pesar de que los SNP’s

presentes en las firmas, no representan mutaciones en la secuencia de amino&cidos, su
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diversidad nucledtidica implica marcadores moleculares cuyo poder discriminatorio puede
compararse con MLST, ya que se trata de un factor de virulencia que interviene en la
invasion primaria de los tejidos del huésped, por lo tanto, su impronta evolutiva se
encuentra ligada a la evolucion de la propia respuesta inmune del huésped, provocando que

su secuencia (spa-typing) cobre relevancia en la caracterizacion de S. aureus.

En la actualidad, un diagnostico rapido es necesario para poder establecer las medidas
necesarias para evitar la propagacion de una enfermedad y dado que spa-typing se plantea
como un marcador Unico que corresponde con MLST y PFGE resulta muy atractivo para
planteamientos de contingencia sobre todo en el ambito nosocomial y en la comunidad

donde este patdgeno ha logrado alarmar a las dependencias de salud alrededor del mundo.

De la misma forma el monitoreo del comportamiento de S. aureus en nichos como el caso
de mastitis bovina, revela informacién que generalmente pasa desapercibida en México por
lo que la aportacién del presente trabajo enriquece el conocimiento en nuestra area de

trabajo.
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Capitulo 2. Polimorfismos de productos de amplificacion de la region EDABC del gen

de la proteina A de Staphylococcus aureus en infecciones en humanos y bovinos.

RESUMEN.

La proteina A de Staphylococcus aureus es uno de los factores de virulencia de este
patdgeno y se le considera primordial para las etapas tempranas de infeccion, ya que tiene
la capacidad de unir a las IgG”s por la porcién Fc eludiendo la fagocitosis y reclutamiento
de neutrofilos. También se ha demostrado la interaccion de SpA con receptores celulares.
Tal es el caso del receptor del factor de necrosis tumoral alfa 1 (TNFR1), la via del
interferén 1 (IF-1) y del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). El gen spa consta de
siete dominios divididos en dos regiones y un péptido sefial, la region de union a IgG
compuesta por cinco dominios (E, D, A, B 'y C) y la region X conformada por dos
fracciones una polimorfica (Xr) y una porcién constante (Xc). Los polimorfismos presentes
en la region de unidn a IgG de spa se analizaron mediante analisis del polimorfismo en la

longitud del producto de amplificacion en aislamientos de origen humano y bovino.
Introduccion.

S. aureus es un patdégeno presente en todo el mundo y posee diferentes factores de
virulencia lo cual lo hacen un patégeno exitoso que es capaz de sobrevivir en diversos
ambientes (Enright, 2003, Bustos-Martinez et al., 2006). El estudio de la proteina A de S.
aureus (SpA) es importante ya que es el factor de virulencia del que S. aureus se vale para
evadir la respuesta inmune en una etapa temprana de infeccion. EIl gen spa presenta dos
regiones polimorficas, las ya mencionadas SSR’s de la region X que recientemente se le ha
atribuido la capacidad de activar la via del interferon tipo 1 (IF-l)y la regién de union a
IgG, que comprende una serie de dominios homélogos en tandem (regiones E, D, A, By
C). Estas regiones también pueden ser utilizadas para la discriminacion entre aislados de S.
aureus (Moks et al., 1986, Brigido Mde et al., 1991).
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SpA destaca debido a su interaccion especifica con la porcion Fc de las Inmunoglobulinas
de diversos mamiferos (Moks et al., 1986).. Cada dominio de SpA puede unirse con gran
afinidad a la region Fc de 1gG. Esta interaccion permite eludir la fagocitosis (Foster y
Hook, en 1998) debido a que la bacteria se une a la 1gG por la region Fc, esto ayuda a que
la bacteria no puede ser reconocida por los neutrofilos evitando la opsonizacion del
patdégeno. Ademas, el complejo formado por SpA con IgG no puede estimular la fijacion
del complemento por la ruta clasica, evadiendo asi la respuesta inmune celular (Gémez et
al., 2006).

En reportes actuales, se han caracterizado algunas cepas de S. aureus, las cuales presentan
eliminaciones en el gen spa, lo que ocasion6 que no fuera posible su caracterizacion por la
técnica de spa-typing, debido a que el oligonucleétido en 5° se encuentra en el dominio C,
en el cual estas cepas presentan eliminaciones. A pesar de esto, dos de las cepas en dicho
estudio se identificaron como incapaces de producir SpA. También se reportaron dos cepas
que secretan SpA en el medio, una de estas, presenta un coddén de paro (STOP) en la region
de repetidos, lo que impide la sintesis de la region Xc que es la responsable del anclaje
covalente con el péptidoglicano presente en la pared celular de S. aureus; lo cual provoca
que SpA sea expulsada al medio sin anclarse a la pared celular de S. aureus (Baum et al.,
2009).

A pesar de que la region de unién a IgG de SpA se considera constante, es necesario
analizar si existen SNP’s, que relacionen su capacidad de activar las diferentes respuestas
que en la celula hospedera se le han atribuido. Para ello, en este trabajo se abordaron dos
estrategias, una de analisis bioinformatico (presentado en el capitulo correspondiente a
antecedentes) de las secuencias del gen spa disponibles en las bases de datos, y otra basada
en el analisis de longitud en los fragmentos de amplificacion de diferentes zonas de la

region de union a IgG.
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Materiales y métodos.
Aislamientos bacterianos.

Se utilizaron los aislamientos provenientes de mastitis bovina que se encuentran descritos
en el Capitulo 1 de este documento, ademas de aislados amablemente donados del Instituto
Politécnico Nacional pertenecientes a una coleccion a cargo del D. C. Ramon |. Arteaga

Garibay (25 aislamientos caracterizados como S. aureus y 43 por determinar su genero).

El sembrado, la preservacion y la obtencion de ADN gendmico se llevo a cabo de acuerdo

con lo descrito en el Capitulo 1 de este documento.
Disefio de Oligonucleétidos

Con el fin de hacer un analisis sobre los polimorfismos encontrados en los distintos
dominios E, D, A, By C del gen spa y el tipo de informacién que generaran, se procedié a
utilizar el algoritmo de CODEHOPE utilizando un software disponible en linea
“primersdclades” (Contreras-Moreira et al., 2009). Este software genera un analisis
filogenético utilizando el modelo de méxima verosimilitud y propone el disefio de
oligonucledtidos para generar amplicones que daran la maxima informacion respecto a la
diversidad del gen o de su marco de lectura abierto, ya que los amplicones sugeridos
regresan informacion de calidad de acuerdo al nivel de conservacion de cada regién (Figura
3.1). Los oligonucledtidos obtenidos se modificaron para optimizar la reaccion de PCR
utilizando la utilidad Primer Select del software de Lasergene, (Burland, 2000) y se
presentan en la Tabla 3.1. Esto, aunado al hecho de determinar la afeccion o procedencia de

las cepas analizadas, podria utilizarse ademas como un indicador de patogenia.
Amplificacion de la region de union a IgG.

Para la amplificacion de la region de unién a IgG, se usaran las mismas condiciones de
PCR utilizadas para spa-typing, pero en este caso se usaran los oligonucle6tidos que se
muestran en la Tabla 3.2 dando como resultado amplicones de diversos tamarios en cada
region. Ademas, se busca establecer un marcador propio para la regién de union a IgG, por
lo que se generd un alineamiento de spa de los genomas publicados de S. aureus en NCBI.
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Tabla 3.1 Oligonucledétidos utilizados en el estudio.

Oligonucledtido  Adelantado Reverso Tm Region de
(°C) amplificacion*
Spa-1 ACGCTGCACCTAASGCTAATGA GTAAAGAAGAAGAYGGYAACGGARTA (4 S E
Spa-2 ACMGCAATTTTGTCAGCAGTA CCTWTTRRCAGAAGCTAAAAAGTT 60 EDA
Spa-3 AGCCGTTACGTTGTTCTTC RAAMATGCCTAACTTAAAYGRWGYR 60 ABC
Spa-4* AGTGTTGAGGCGTTTCAGAAGTTGT ~ ACCTCAGCACATTCAAAGCCCCAC 65 S Xc

Se muestran los oligonucleétidos usados en el presente trabajo, del lado derecho se muestra la temperatura de
alineamiento (TM) usados para cada par. *Disefio para amplificar el marco de lectura completo de SpA.
*segun el esquema mostrado en la figura 3.2 y abarcando los INDEL s y SNP’s sefialados en esta figura.

Analisis de fragmentos obtenidos.

Los tamafios de los fragmentos amplificados para la designacién de alelos fueron
determinados utilizando un software (Gelanalyzer2010™(Lazar, 2010)), diferenciandolos
con un criterio de £ 50 pb. Con esta informacion se gener6 una matriz en la cual se utilizan
los fragmentos correspondientes para cada aislamiento obtenidos con los tres pares de
primers (mostrado en las Tablas 3.2 y 3.3) y se utiliz6 para alimentar un algoritmo de
minima dispersion (minimum spanning tree

http://pubmlst.org/perl/mlstanalyse/mlistanalyse.pl?site=pubmlist&page=mst&referer=pubm

Ist.org) que ejemplifica la dispersion y agrupamiento de los aislamientos utilizados en este
trabajo y correspondientes al estudio de mastitis con estos datos ejemplificando la

diversidad que S. aureus presenta en esté nicho.
Indices de diversidad.

Para el trabajo se calcul6 el indice de diversidad de Simpson (Simpson, 1949) para cada
uno de los perfiles de alelos, utilizando el software PAST (Ryan y Harper, en 2011);

utilizando un intervalo de confianza del 95%.
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RESULTADOS.

Para la generacion de oligonucledtidos, y para detectar posibles polimorfismos, se realizo
una busqueda en NCBI de los genes spa de los genomas reportados de S. aureus para
detectar posibles polimorfismos. En la Figura 2.2 se muestra el alineamiento de SpA
sefialando las regiones del gen donde encontramos INDEL y SNP’s. En la Figura 3.2 se
muestra una representacion de las eliminaciones y SNP’s detectados a lo largo de todas las
secuencias de aminoacidos de SpA. En cuanto a los dominios de unién a IgG se encontro
que en el dominio D se pueden encontrar un mayor nimero de polimorfismos asociados a
eliminaciones y el dominio A, se encuentran la mayor cantidad de SNP’s que generan
mutaciones. En la region X, el dominio Xr donde se encuentran las secuencias de repetidos,
se observan la mayor cantidad de SNP’s que representan mutaciones en spa, ademas de ser

la region que presenta los SSR’s asociados a la determinacion del spa-tipo.
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Figura 3.1. Mapa de primers obtenidos por el software primersdclades. Este mapa fue disefiado a partir
de un alineamiento generado a partir de la secuencia de aminoacidos de la Proteina A y obtenidos de la base
de datos de NCBI, pertenecientes a aquellas cepas de las cuales se tiene la secuencia de aminoacidos y de spa.
En la parte superior se muestra el posicionamiento de los residuos de aminoécidos y en la parte inferior la
localizacion de los primers, y un tamafio representativo del amplicon. Méas bien es el mapa de los amplicones
generados ya que no se distinguen los oligonucleétidos
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Figura 3.2. Representacion del gen de SpA. En la imagen se indican SNP’s y eliminaciones representadas
por la siguiente nomenclatura: En lineas se encuentran indicados los SNP’s (mutaciones no silenciosas). En
los recuadros rojos se encuentran sefialadas las eliminaciones. En la parte superior de la figura se muestra un
alineamiento de secuencias (obtenidas en NCBI) de SpA de algunas cepas (NCTC 8325, Mu50, TW20,
COL0095 y SAB0050c), generados a través de software CLC MainWorkbench 6.8.2 y que representan las
regiones donde se pueden localizar INDELS"sy en la parte inferior se muestran las regiones contra las que
son dirigidos los primes propuestos en el presente trabajo.

A pesar de que primers4clades utiliza algoritmos que prueban termodinamicamente los
primers que sugiere, se procedio a utilizar el software DNAstar para ajustar el disefio de los
juegos de primers que amplifiquen la misma regién que la sugerida por primers4clades,
esto debido al uso de codones y ademéas de mejorar la calidad del amplicon, dando como
resultado los primers mostrados en la Tabla 3.1.

spa-tipos y alotipos de la region de unién a 1gG encontrados en aislados de S. aureus

de la regién de Cotzio y Téjaro.

En la Tabla 3.3 se muestra una relacién de spa-tipos y cuatro productos de amplificacion
(que forman parte de secuencias pertenecientes a la region de unién a IgG). En esta tabla se
muestran los spa-tipos de una coleccion generada en los afios 2004-2008 y pertenecen sélo
al estudio de mastitis bovina en las localidades de Cotzio y Téjaro, municipio de Tarimbaro
Michoacan. Cabe destacar que en la Tabla 3.3 se incluyen aislamientos encontrados en el

personal que labora en las granjas de la regién y un aislamiento de un fomite.
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La determinacion del tamafio de los fragmentos se realizd utilizando el software
GELanalyser v.10 para cada uno de los oligonucle6tidos dirigidos a la region de unién de
IgG de spa y utilizando un criterio de asignacion de +50 pb, para evitar errores de

interpretacion los valores se presentan en la siguiente Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Asignacion de alelos de acuerdo al fragmento de amplificacion obtenido a

traves de cada juego de oligonucledtidos.

SpA 1l Tamano SpA 2 Tamario SpA 3 Tamanfo
2 200 pb. 1 500 pb. 1 200 pb.
1 100 pb. 3 700 pb. 2 280 pb.
3 350 pb. 2 900 pb. 3 400 pb.
4 250 pb. 4 1100 pb. 4 450 pb.

En la tabla se encuentran representados cada asignacion de tamafio tomando en consideracion £50 pb, por las
diferencias de migracion o de apreciacion. En la columna se encuentran los 3 pares de oligos dirigidos a la
secuencias de los dominios de unién a IgG seguido de su tamafio. Cada par de oligos genero 4 amplicones de
diverso tamafio.

Tabla 3.3. spa-tipos y alotipos de la region de uniéon a IgG encontrados en una
coleccion generada de aislamientos de bovinos.

AISLADO Alotipos spa-tipo Origen
SpA-1 SpA-2 SpA-3
ATCC 27543 3 2 1 t008 Mastitis Clinica
NCTC 8325 2 2 1 t211 Osteomielitis
USA 300 2 2 1 t008 Aislamiento Clinico
MRI 3 3 2 2 t008 Leche
MRI 12 2 3 3 t224 Leche
MRI 21 3 3 3 t267 Leche
MRI 22 2 3 3 t224 Leche
MRI 23 1 3 3 t224 Leche
MRI 29 1 8 2 t265 Leche
MRI 32 1 2 1 11965 Leche
MRI 33 3 1 1 t224 Leche
MRI 34 2 2 1 t1965 Leche
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MRI 36 1 2 1 11965 Leche

MRI 147 1 2 3 t605 Leche

MRI 149 3 1 1 t4570 Leche

MRI 151 3 1 1 t4570 Leche

MRI 154 2 2 4 t605* Leche

MRI 156 1 1 3 t605 Leche

MRI 158 1 3 2 t1965* Leche

MRI 160 2 3 2 t605 Leche

MRI 162 2 3 2 11965 Leche

MRI 164 2 2 2 1267 Leche

MRI 166 1 1 1 1267 Leche

MRI 170 2 2 1 t267 Leche

MRI 172 2 3 2 t1965* Leche

MRI 174 1 1 2 t1965 Leche

MRI 176 3 1 1 t1965 Leche

Se muestran los aislamientos (MRI) seguidos de los alotipos representados por las regiones SpA-1 (Dominios
E y D), SpA-2 (Dominios D, Ay B) y SpA-3 (Dominios B y C), ademas de su spa-tipo correspondiente. *Se
trata de secuencias que presentan nuevos repetidos por lo que se designaron spa-tipos de acuerdo a la
similitud méas préxima en su secuencia.
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1265
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Figura 3.3. Figura generada a través de un algoritmo de minima dispersion. En esta imagen se encuentra
representada la informacién encontrada en la Tabla 3.3 (excluyendo el origen del aislamiento), en cada circulo
se encuentra un spa-tipo el cual se encuentra indicado en el interior del circulo y en la parte inferior de esté se
encuentra anotado el nimero de aislamientos. De color rojo se indican aislamientos provenientes de
asociados a humanos, en verde el aislamiento de fémite y con el fondo azul se representan los grupos mas
distantes.

Los datos de la tabla 3.3 se encuentran representados en la Figura 3.3 la cual fue generada a
través de un algoritmo de minima dispersion el cual se basa en la agrupacion o dispersion
segun sea el caso en base a la frecuencia de caracteres compartidos y la prevalencia de cada
alotipo. En nuestro caso los aislamientos generaron dispersién ya que no comparten un
fondo genético en comudn. Sin embargo se observa que los spa-tipos de humanos y de
fomite no generan agrupamiento entre ellos ya que cuenta con un fondo genético

compartido con los aislados de bovinos.

Por otro lado, se detectaron distintos spa-tipos (t267, t224, t605, t1965 y t4570) que tienen
una concordancia con lo reportado en RidomStaphType y que se han relacionado con el ST

97 (Sequence Type 97 del MLST) el cual se ha relacionado con aislamientos de bovinos.

Alotipos de la region de unién a IgG encontrados en la coleccion de aislamientos

clinicos de humanos.
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A continuacion se muestra una relacion de alotipos (Tabla 3.4) encontrados en la coleccion

de aislamientos de humanos, aunque no se cuenta con spa-tipo para esta coleccién se puede

observar que se comporta de forma clonal y dispersandose solo por su origen como se

observa en la figura 3.4.

Tabla 3.4. Relacion de alotipos de la coleccion de aislamientos clinicos de humanos.

AISLADO |SpA-1 |SpA-2 |Spa-3 |ORIGEN
48VPAY 3 2 4 Hemocultivo
49VPAY 3 2 4 Hemocultivo
63VPAY 2 1 2 Secrecion

66VPAY 1 1 2 Secrecion

83VPAY 2 1 2 Ulcera

84VPAY 2 1 2 Secrecion

86JPAY 2 1 2 Secrecion Purulenta
87JPAY 4 2 2 Expectoracion
88JPAY 4 2 2 Exudado

89JPAY 1 3 3 Exudado Nasal
90JPAY 1 3 3 Exudado Faringeo
91JPAY 1 3 3 Exudado Nasal
92RPAY 2 1 2 Secrecion de Catéter
93RPAY 2 1 2 Punta de Catéter
94RPAY 2 1 2 Secrecion de Catéter
95RPAY 3 2 4 Hemocultivo Periférico
96RPAY 2 1 2 Hemocultivo Catéter
97RPAY 3 3 3 Secrecién Bronquial
98RPAY 3 3 3 Secrecion Bronquial
99RPAY 4 3 3 Secrecién Bronquial
100RPAY 3 3 3 Secrecion Bronquial
101RPAY 4 1 2 Urocultivo
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En esta tabla se muestran los alotipos de las regiones de union a IgG de esta coleccion. En la Tabla se muestra
el aislamiento seguido del alotipo obtenido de la amplificacion de la region de unién a IgG ademas de su
origen. Las regiones amplificadas son SpA-1 (Dominios E y D), SpA-2 (Dominios D, A y B) y SpA-3
(Dominios By C).

Figura 3.4. Representacion del diagrama de minima dispersion de los aislamientos clinicos de humanos.
EF Exudado Faringeo; EN Exudado Nasal; SB Secrecién Bronquial; H Hemocultivo; E Exudado; H
Hemocultivo de Catéter; C Catéter; SC Secrecion de Catéter; SP Secrecion de Punta de Catéter; U Urocultivo;
S Secrecion; E Exudado.

En la figura 3.4 se encuentran representados los aislamientos correspondientes a la
coleccion de casos clinicos humanos. Es interesante observar que sélo se generan dos
grupos los cuales su Unico elemento de dispersion es el origen del aislamiento, en el lado
izquierdo se encuentran los aislamientos encontrados en exudados tomados de diversas
mucosas Yy del lado derecho los aislamientos encontrados en secreciones de diversos tipos.
En los aislamientos clinicos de humanos los amplicones de la region de union a IgG no
generaron grupos ni dispersion. Esto podria explicarse debido a que la presion de seleccion

sobre SpA en estos aislamientos es muy similar.
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Discusion.

De acuerdo con el analisis bioinformatico de las regiones que se encuentran mas
conservadas en los alineamientos son la region E y la regién Xc, una posible explicacion
sobre la conservacion de estos dominios es la posicidn en que se encuentran; el dominio E
se encuentra en el extremo N-terminal donde se encuentra el péptido sefial para que la
proteina sea trasladada a la membrana; y el domino Xc se ancla covalentemente a la
membrana externa de S. aureus donde SpA cumple su funcién por lo que su alto grado de
conservacién es necesario para que la proteina sea funcional (Heel et al., 2010).

El anélisis de minima dispersion (figuras 3.3 y 3.4) sugiere que de acuerdo al nicho donde
se encuentre S. aureus se conservan variaciones en la secuencia de spa que pudieran
otorgar ventajas a este patdgeno. Al analizar a nivel de secuencia los diversos dominios de
spa se podrian enfatizar aquellas diferencias de SNP’s que generen mutaciones no
silenciosas y que puedan afectar la funcionalidad de SpA ya que se ha logrado demostrar
que ciertas mutaciones sobre SpA alteran su funcion de manera dréstica como ocurre en la
cepa ASpAkkaa al grado de perder la propiedad de interactuar con la porcion Fc de las 1IgG
disminuyendo su virulencia (Kim et al 2010). Resultados presentados en el diagrama de
minima dispersion (Figura 3.3 y 3.4) sugieren que la regién de unién a IgG puede ser
altamente polimdrfica y los polimorfismos estar relacionados con la funcién de SpA ya que
los grupos de aislamientos que presentan un genotipo propio de afecciones humanas se

encuentran en grupos definidos y distantes.

Por lo que respecta a su capacidad de interaccién con los distintos receptores como es el
caso de TNFR1 las isoformas detectadas de SpA pueden afectar la interaccion demostrada
con anterioridad (Gomez et al., 2006). Estas variaciones se encuentran presentes en los
cinco dominios de unién a IgG y debido a que cada dominio individual podria aumentar o
perder la capacidad de unirse a la fraccion Fc de las 1gG’s, como se ha demostrado
anteriormente (Birgeret al 1997). Estas variaciones pueden sugerir variedad en la virulencia
en cada grupo de aislamientos como lo sugerido en el diagrama de minima dispersion
(Figura 3.3y 3.4).
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Se determinaron indices de diversidad de Simpson tomando en consideracion los diferentes
alelos encontrados y con un nivel de confianza del 95% obteniendo como resultado que el
alelo encontrado con el juego SPA 1 cuenta con un indice de 0.9806, SPA 1 0.9809 y SPA
3 0.9811, estos indices revelan que en cada uno de los alelos existe un alto grado de

dominancia indicando poca diversidad.

Al comparar los alotipos de humanos contra bovinos utilizando el indice de Simpson
encontramos un valor correspondiente a 0.7890 utilizando un intervalo de confianza del
95%) lo que nos indica un aumento en la diversidad de la region de union a IgG. Esto
podria explicarse debido a la diferencia en el origen de los aislamientos, sugiriendo que

existe una relacion directa entre el tipo de hospedero y las variaciones encontradas en spa.
Conclusiones.

La regién de union a IgG del gen spa de S. aureus presenta variaciones en su secuencia que

aparentemente se encuentran relacionados con el origen del aislamiento.

El gen de spa posee regiones polimdrficas en la region de unién a IgG que de acuerdo al

origen del aislamiento obtienen dominancia, es decir su biodiversidad disminuye.

Los alotipos de SpA encontrados en aislados de glandula mamaria difieren de los alotipos
encontrados en infecciones intrahospitalarias lo que indica adaptacion a su nicho. Estas
variaciones son suficientes para genotipificar a S. aureus que ademas corresponden con
informacidn obtenida a través de MLST y PFGE con la diferencia que se trata de un Gnico
marcador molecular. El trabajo demuestra que la secuenciacion de la region Xr es capaz de
generar trazabilidad en los aislamientos, ya que se lograron identificar aislamientos que
corresponden a poblaciones bovinas alrededor del mundo y aislamientos que pueden
infectar a humanos y bovinos tal es el caso de MRI-3 (t008) que se trata aislamiento
reportado en humanos y MRI-160 (t605) que corresponde a aislamientos relacionados con

mastitis bovina. .

Los estudios referentes a las funciones de SpA han sido generados utilizando solo algunos

aislamientos de referencia por lo que en nuestro estudio demostramos la diversidad que
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presenta S. aureus respecto a spa y que se encuentra relacionado con el nicho donde se
encuentra este patdgeno por lo que demostramos que un sustento epidemiolédgico es
necesario para demostrar el papel que pudiera desempefiar SpA en una patologia en

especifico.

Gracias a la informacion disponible en las bases de datos mundiales de spa-typing es
posible asociar los diferentes spa-tipos con un origen o patologia determinado ya que
determinados spa-tipos han sido encontrados en nichos especificos. En cuanto a la region
de unién a IgG y de acuerdo con el anélisis generado para la obtencion de oligonucle6tidos
es posible que las secuencias encontradas entre el término del dominio E, el dominio D y el
inicio del dominio A regresen informacion que complemente la informacion obtenida

mediante spa-typing.
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IX. Discusion general.

La asignacion de los spa-tipos correspondientes a la region Xr del gen de Spa encontrados
en las localidades de Cotzio y Téjaro en el estado de Michoacan reveld que estos
aislamientos se comportan de acuerdo a lo reportado a nivel mundial, es decir que
contienen un fondo genético tipico de aislamientos de S. aureus que afectan a bovinos
(Delgado et al., 2011). En presente estudio se encontré el spa-tipo t008 el cual pertenece al
aislamiento MRI-3 y cuenta con un ST-8.Este aislamiento presenta un fondo genético
correspondiente a humanos aunque no es un caso peculiar ya que en el estudio se cont6 con
la cepa de referencia ATCC27543 la cual cuenta con el mismo fondo genético y se trata
también de un aislamiento proveniente de mastitis bovina. Sin embargo el fondo genético

de estos aislamientos nos indica el riesgo de contagios cruzados entre humanos y bovinos.

En nuestro estudio logramos obtener el 100% de las secuencias en la region Xr ya que
todos los productos pertenecen a SpA (con un analisis en BLAST Altschul et al., 1990) en
contraste con lo reportado, ya que en diversos estudios se observa un porcentaje de
aislamientos que no son posibles de caracterizar mediante spa-typing(Klein et al., 2012);
sin embargo, no se logré asignar un spa-tipo a todos los aislamientos, ya que como se
menciona en el Capitulo 1 solo el 84% de los aislamientos cuentan con los requerimientos
necesarios para su reporte en base de datos (Ridomspaserver); aunque la mayoria de los
casos se encuentran polimorfismos (SNP’s) en la secuencias que indican la presencia de
nuevos repetidos. Tal es el caso de los aislamientos MRI-147 y MRI-171 que en particular
presentan un polimorfismo en una de las secuencias firma en 5° (RCMAAAH). Estos
hallazgos sugieren que un criterio de aceptacién, dando una mayor amplitud, en la
variacion de las secuencias firma, podria ser considerado de forma alternativa a las pautas
sugeridas en Ridomspaserver; ya que en reportes provenientes de todo el mundo
demuestran que no todos los aislados de S. aureus pueden ser caracterizados. La amplitud
en este criterio podria lograr que un gran numero de S. aureus entraran en la caracterizacion
molecular mediante la region Xr de SpA. Este esquema resultaria interesante ya que podria

determinar correlaciones que con anterioridad podrian pasar inadvertidas, ya que diversos
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aislamientos presentan dificultades para su caracterizacion por spa-typing(Baum et al.,
2009).

A pesar de las dificultades que pudieran presentarse al caracterizar S. aureus por spa-typing
y de acuerdo a lo reportado en la literatura, su utilizacion es indispensable para una
caracterizacion completa de S. aureus ya que al ser usado en conjunto con la técnica de
Multilocus Variable-number-repeats (MLVA), el spa-tipo es un factor que contribuye a la
discriminacion. En el caso del MLST complementa su caracterizacion con los datos
cargados en las bases de datos disponibles. Para el caso de S. aureus asociado a infecciones
en humanos, se recomienda la utilizacion combinada de PFGE, MLST y spa-
typing(Schouls et al., 2009), ya que entre las tres aportan las caracteristicas de poder de
discriminacion y fondos genéticos compartidos, Utiles para analizar la estructura genética

de la poblacién.

En cuanto a la frecuencia de los spa-tipos provenientes de mastitis bovina encontramos al
spa-tipo t1965 con una frecuencia del 19% vy al t4570 con un 14% vy el resto con una
frecuencia menor. Sin embargo la mayoria de los spa-tipos encontrados cuentan con un
fondo genético caracteristico de aislamientos relacionados con mastitis bovina a excepcién
del aislamiento MRI-3 el cual de acuerdo con las bases de datos cuenta con un spa-tipo que
corresponde a aislamientos relacionados con infecciones en humanos. Estos hallazgos nos
indican la capacidad con la que cuenta el spa-typing para la caracterizacion molecular de S.
aureus ya que en el estudio generado en nuestro grupo de trabajo demostro la capacidad de
asociacion generado en el grupo de trabajo, se logré asignar el MLST correspondiente a
cada aislamiento dando como resultado la concordancia con el fondo genético encontrado
para los spa-tipos. A excepcion del aislamiento MRI-3, el resto de los spa-tipos concuerdan
en la base de datos con aislamientos que son reportados en bovinos, lo cual sugiere

trazabilidad mediante spa-typing.

A pesar de la diversidad encontrada en la region Xr de spa y el papel que desarrolla al
interactuar en la activacion de Interferén, no se ha logrado determinar si los polimorfismos

existentes alteren estas funciones.
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Para el estudio de la region de unién a IgG del gen de SpA se disefiaron tres juegos de
oligonucleodtidos dirigidos a las regiones de spa (descritos en el Capitulo 2) que pudieran
describir los INDEL"s o SNP’s que pudieran localizarse en la secuencia. Interesantemente
se encontrd que de acuerdo con el origen del aislamiento las combinaciones de fragmentos
obtenidos varian por lo que se utilizé un algoritmo de minima dispersion (figuras 3.3y 3.4)
observando que de acuerdo a su origen (aislamientos provenientes de humanos o

aislamientos relacionados con mastitis bovina) estos conforman grupos diversos.

Los grupos generados correspondientes a mastitis bovina se encuentran dispersos
conformando 3 sub-grupos de los cuales la dispersion es generada por el origen propio del

aislamiento obtenido mediante spa-typing y de acuerdo a lo descrito en el Capitulo 2.

En contraste los aislamientos correspondientes a casos clinicos humanos, a pesar de que no
fue posible determinar su spa-tipo se encontré que estos tienen un fondo genético con una
variaciéon menor que los aislamientos relacionados con mastitis bovina resultando en una
dispersion menor lo que sugiere un comportamiento clonal en lo que respecta a la region de

unién a IgG de spa.

Se calcularon los indices de diversidad de Simpson para determinar la variabilidad de spa
con los datos obtenidos de las diferentes regiones de unién a IgG como lo mostrado en el
Capitulo 2 a pesar de que el indice de Simpson muestra un valor que corresponde a poca
variacion pero de acuerdo a la naturaleza del andlisis las minimas variaciones en un gen
conservado en S. aureus son indicadores de diversidad que cobran relevancia al estar

asociadas al origen del aislamiento (Said et al., 2010, Rolo et al., 2012).

X. Conclusién General.

1) Los spa-tipos determinados a los aislados de origen bovino, corresponden con spa-tipos
previamente reportados para este tipo de patégeno, lo cual confirma una asociacion del spa-

tipo con la patologia y no con la region.
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2) Todos los aislados presentaron elementos de secuencia que permiten su caracterizacion
por spa-typing, pero se encontraron SNP’s en las secuencias firma de algunos de ellos, lo
que impide la asignacién formal del spa-tipo. Una asignacion local de spa-tipos podria
lograr un incremento en la capacidad de diagndstico y trazabilidad de los aislamientos de S.

aureus y lograr incrementar su poder discriminatorio.

3) El polimorfismo en los productos de amplificacion derivados de la region “conservada”
de union a IgG en el gen spa, permiten asociar el tipo de polimorfismo con su origen
clinico. Esto sugiere que debe haber SNP’s y/o INDEL’s asociados a cepas de S. aureus
gue se encuentran en diferentes nichos y que estos cambios pudieran estar relacionados con
su capacidad de evadir la respuesta inmune y activar receptores celulares que garantizan la

supervivencia de S. aureus en el hospedero.
XI. Perspectivas

e Debido a que no fue posible definir el spa-tipo de algunas cepas aisladas de
bovinos, por la falta de la secuencias consenso (firmas o “signatures”) en el extremo
5°de la secuencia, se establecié una bulsgqueda de similitud en las secuencias
obtenidas de nuestros aislamientos (como lo mostrado en el Capitulo 1),
encontrando la firma “RCAMCAAAH” lo que difiere con la condicion necesaria
para el reporte en la base de datos correspondiente, por lo que es posible que de este
trabajo surja una propuesta para la caracterizacion de cualquier aislado, generando

una mayor flexibilidad para la aceptacion de las secuencias de repetidos.

e De acuerdo a lo mencionado con anterioridad por Baum et al (2009), las
eliminaciones sobre el dominio C (lugar donde se ubica el primer adelantado y la
firma en 3") son comunes en los aislamientos que no pueden ser caracterizados por
spa-typing por lo que un analisis, como el presentado podria establecer nuevos
criterios de informacion para la designacion de nuevas firmas o la identificacion los

propios INDEL"s que pudieran generar variacion a la técnica.
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e Al igual que los dominios de union a IgG la region Xr es capaz de generar
respuestas celulares, en especifico la produccion de IF-B, sin embargo también
existen diferencias en la secuencia de Xr ya que se trata de una region hiper-
polimorfica. Cada repetido puede constar de un nimero de 24 a 30 nucledtidos y
pueden llegar a tener mutaciones sindénimas y no sinénimas, esto puede generar
diferencias en la activacion de la produccion de IF-B o incluso activar otras
respuestas celulares que aun no han sido descritas y ayudarian a entender la

patogenia de S. aureus.

e Con un nuevo criterio de delimitacién de la regién Xr, podrian encontrarse nuevas
secuencias de repetidos o0 nuevos spa-tipos en nichos donde no han sido reportados

y lograr obtener un panorama de los genotipos de S. aureus con mayor amplitud.

e Al caracterizar la secuencia nucledtidica de las regiones de unién a IgG del gen spa
podrian observarse diferencias entre SpA (SNP’s o INDEL"s) que pudieran generar
efectos diferentes a los descritos en la actualidad. Una aproximacién de este
panorama pudiera observarse en los INDEL"s de SpA descritos en el capitulo 2,
debido a que la interaccion de SpA con TNFR1 es dependiente secuencia completa

de la region de union a IgG de SpA.

e Debido a lo descrito en el capitulo 2, las diferentes Isoformas de SpA se encuentran
asociadas de acuerdo a su origen, por lo que el efecto de SpA sobre células de
distintos hospederos pudieran activar de forma diferencial las respuestas celulares
descritas con anterioridad o provocar la activacion de respuestas celulares
completamente distintitas por lo que el presente trabajo pudiera ofrecer esquemas de
caracterizacion para la generacion de modelos de estudio sobre la patologia y

virulencia de S. aureus.

e La interaccion de SpA con la porcion Fc de las IgG ha sido ampliamente descrita,
sin embargo, la afinidad de las diversas isoformas de SpA se podria ver afectada por
los INDEL s descritos en el capitulo 2, sugiriendo diferentes grados de afinidad de

SpA por la porcién Fc de las 1gG, de acuerdo al origen de S. aureus. Esto podria
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llegar a esclarecer el grado de virulencia que presenta cada aislamiento. Una
alternativa podria ser el analisis de RFLP con los fragmentos amplificados en este
trabajo, para aumentar la cantidad de informacion con cada fragmento amplificado

en funcion del tipo de mutaciones que presenta.

e S. aureus se ha caracterizado por tener una amplia diversidad genética, ya que se
han logrado establecer genotipos que afectan a una poblacién en especifico. Por lo
que este trabajo pretende establecer nuevos criterios para la caracterizacion de SpA

de S. aureus.

53



MVZ Francisco Ramén Garcia Rodriguez 2013

XI1. Bibliografia General.
AKINEDEN, O., HASSAN, A. A. SCHNEIDER, E. & USLEBER, E. 2008.

Enterotoxigenic properties of Staphylococcus aureus isolated from goats' milk
cheese. Int J Food Microbiol, 124, 211-6.

ALTSCHUL, S. F., GISH, W., MILLER, W., MYERS, E. W. & LIPMAN, D. J. 1990.
Basic local alignment search tool. J Mol Biol, 215, 403-10.

APOLONIO-ALONSO, A. N., ACOSTA-GIO, A. E.,, BUSTOS-MARTINEZ, J.,
SANCHEZ-PEREZ, L. & HAMDAN-PARTIDA, A. 2011. Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus among dental patients. Am J Infect Control, 39, 254-5.

BAUM, C., HASLINGER-LOFFLER, B., WESTH, H., BOYE, K., PETERS, G,
NEUMANN, C. & KAHL, B. C. 2009. Non-spa-typeable clinical Staphylococcus
aureus strains are naturally occurring Protein A mutants. J Clin Microbiol, 47,
3624-9.

BAUTISTA-TRUJILLO, G. U., SOLORIO-RIVERA, J. L., RENTERIA-SOLORZANO,
I, CARRANZA-GERMAN, S. I, BUSTOS-MARTINEZ, J. A., ARTEAGA-
GARIBAY, R. I, BAIZABAL-AGUIRRE, V. M., CAJERO-JUAREZ, M.,
BRAVO-PATINO, A. & VALDEZ-ALARCON, J. J. 2013. Performance of culture
media for the isolation and identification of Staphylococcus aureus from bovine
mastitis. J Med Microbiol, 62, 369-76.

BEDOLLA, C. 2008. Pérdidas economicas ocasionadas por la mastitis bovina en la
industria lechera. REDVET, IX. 1-26

BLANCO-GELAZ, M., SUAREZ-ALVAREZ, B., GONZALEZ, S., LOPEZ-VAZQUEZ,
A., MARTINEZ-BORRA, J. & C., A. L.-L. 2006. The amino acid at position 97 is
involved in folding and surface expression of HLA-B27. Int Immunol, 18, 211-220.

54



MVZ Francisco Ramén Garcia Rodriguez 2013

BUSTOS-MARTINEZ, J., HAMDAN-PARTIDA, A. & GUTIERRES-CARDENAS, M.
2006. Staphylococcus aureus: la reemergencia de un patégeno en la comunidad.
Revista Biomedica, 17, 287-305.

CARMONA-GASCA, C., A., TALAVERA-MORALES, L., E., GARCIA-RODRIGUEZ,
F., R, OROZCO-ORTIZ, A., P. & VALDEZ-ALARCON, J., J. 2012. NiSspa:
software de codigo abierto para la caracterizacion de aislados de Staphylococcus

aureus por spa-typing para epidemiologia molecular. Bioldgicas, 14, 30-36.

COOKSON, B. D., ROBINSON, D. A., MONK, A. B., MURCHAN, S., DEPLANO, A,
DE RYCK, R., STRUELENS, M. J., SCHEEL, C., FUSSING, V.,
SALMENLINNA, S., VUOPIO-VARKILA, J., CUNY, C., WITTE, W., TASSIOS,
P. T., LEGAKIS, N. J.,, VAN LEEUWEN, W., VAN BELKUM, A., VINDEL, A.,
GARAIZAR, J.,, HAEGGMAN, S., OLSSON-LILJEQUIST, B., RANSJO, U.,
MULLER-PREMRU, M., HRYNIEWICZ, W., ROSSNEY, A., O'CONNELL, B.,
SHORT, B. D., THOMAS, J., OHANLON, S. & ENRIGHT, M. C. 2007.
Evaluation of molecular typing methods in characterizing a European collection of
epidemic methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains: the HARMONY
collection. J Clin Microbiol, 45, 1830-7.

DELEO, F. R. & CHAMBERS, H. F. 2009. Reemergence of antibiotic-resistant

Staphylococcus aureus in the genomics era. J Clin Invest, 119, 2464-74.

DELGADO, S., GARCIA, P., FERNANDEZ, L., JIMENEZ, E., RODRIGUEZ-BANOS,
M., DEL CAMPO, R. & RODRIGUEZ, J. M. 2011. Characterization of
Staphylococcus aureus strains involved in human and bovine mastitis. FEMS
Immunol Med Microbiol, 62, 225-35.

DOBRINDT, U., CHOWDARY, M. G., KRUMBHOLZ, G. & HACKER, J. 2010.
Genome dynamics and its impact on evolution of Escherichia coli. Med Microbiol
Immunol, 199, 145-154.

55



MVZ Francisco Ramén Garcia Rodriguez 2013

DUGGLEBY, C. J. & JONES, S. A. 1983. Cloning and expression of the Staphylococcus

aureus Protein A gene in Escherichia coli.Nucleic Acids Res, 11, 3065-76.

EL-SAYED, A,, ALBER, J., LAMMLER, C., ABDULMAWJOQOD, A., ZSCHOCK, M. &
HUGO CASTANEDA, V. 2006. Comparative sequence analysis of spa gene of
Staphylococcus aureus isolated from bovine mastitis: characterization of an unusual

spa gene variant. J Dairy Res, 73, 322-7.

ENRIGHT, M. 2003. The evolution of a resistant pathogen "“the case of MRSA". Curr Opin
Pharmacol, 3, 474-479.

ENRIGHT, M. & AND SPRATT, B. 1999. Multilocus sequence typing. Trends Microbiol,
7,482-487.

ENRIGHT, M. C., ROBINSON, D. A., RANDLE, G., FEIL, E. J.,, GRUNDMANN, H. &
SPRATT, B. G. 2002. The evolutionary history of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA). Proc Natl Acad Sci U S A, 99, 7687-92.

FOSTER, T. J. & HOOK, M. 1998. Surface protein adhesins of Staphylococcus
aureus.Trends Microbiol, 6, 484-8.

GAROFALO, A, GIAI C., LATTAR, S., GARDELLA, N., MOLLERACH, M., KAHL,
B. C., BECKER, K., PRINCE, A. S., SORDELLI, D. 0. & GOMEZ, M. |. 2012.
The length of the Staphylococcus aureus Protein A polymorphic region regulates
inflammation: impact on acute and chronic infection. J Infect Dis, 206, 81-90.

GOMEZ, M. 1., O'SEAGHDHA, M., MAGARGEE, M., FOSTER, T.J. & PRINCE, A. S.
2006. Staphylococcus aureus Protein A activates TNFR1 signaling through
conserved IgG binding domains. J Biol Chem, 281, 20190-6.

56



MVZ Francisco Ramén Garcia Rodriguez 2013

GURUNG, M., MOON, D. C., CHOI, C. W,, LEE, J. H., BAE, Y. C,, KIM, J,, LEE, Y. C,,
SEOL, S. Y, CHO, D. T., KIM, S. I. & LEE, J. C. 2011. Staphylococcus aureus
produces membrane-derived vesicles that induce host cell death. PLoS One,
6,27958.

HAMDAN-PARTIDA, A., SAINZ-ESPUNES, T. & BUSTOS-MARTINEZ, J. 2010.
Characterization and persistence of Staphylococcus aureus strains isolated from the
anterior nares and throats of healthy carriers in a Mexican community. J Clin
Microbiol, 48, 1701-5.

HARMSEN, D., CLAUS, H., WITTE, W., ROTHGANGER, J., TURNWALD, D. &
VOGEL, U. 2003. Typing of methicillin-resistant Staphylococcus aureus in a
university hospital setting by using novel software for spa repeat determination and
database management. J Clin Microbiol, 41, 5442-8.

JANSSON, B., UHLEN, M. & AND NYGREN, P. 1998. All individual domains of
staphylococcal Protein A show Fab binding. FEMS Immunology and Medical
Microbiology, 20, 69-78.

JEVONS, M. P. & PARKER, M. T. 1964. The Evolution of New Hospital Strains of
Staphylococcus aureus. J Clin Pathol, 17, 243-50.

KAWAGUCHIYA, M., URUSHIBARA, N., KUWAHARA, O., ITO, M., MISE, K. &
KOBAYASHI, N. 2011. Molecular characteristics of community-acquired
methicillin-resistant Staphylococcus aureus in Hokkaido, northern main island of
Japan: identification of sequence types 6 and 59 Panton-Valentine leucocidin-
positive community-acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Microb
Drug Resist, 17, 241-50.

57



MVZ Francisco Ramén Garcia Rodriguez 2013

KLEIN, R. C., FABRES-KLEIN, M. H., BRITO, M. A., FIETTO, L. G. & RIBON, A. D.
2012. Staphylococcus aureus of bovine origin: Genetic diversity, prevalence and the
expression of adhesin-encoding genes. Vet Microbiol.

KOREEN, L., RAMASWAMY, S. V., GRAVISS, E. A., NAIDICH, S., MUSSER, J. M. &
KREISWIRTH, B. N. 2004. spa-typing method for discriminating among
Staphylococcus aureus isolates: implications for use of a single marker to detect
genetic micro- and macrovariation. J Clin Microbiol, 42, 792-9.

KWOK, P.-Y. 2003. Single Nucleotide Polymorphisms., Totowa, New Jersey, Humana

Press Inc.

LEONARD, F. C. & MARKEY, B. K. 2008. Meticillin-resistant Staphylococcus aureus in
animals: a review. Vet J, 175, 27-36.

LEONARD, S. N., CHEUNG, C. M. & RYBAK, M. J. 2008. Activities of ceftobiprole,
linezolid, vancomycin, and daptomycin against community-associated and hospital-
associated methicillin-resistant ~ Staphylococcus aureus. Antimicrob Agents
Chemother, 52, 2974-6.

LIVERMORE, D., MUSHTAQ, S., JAMES, D., POTZ, N., WALKER, R., CHARLETT,
A., WARBURTON, F., JOHNSO, N. A., WARNE, R. M. & AND HENWOOQOD, C.
2003. In vitro activity of piperacillin/tazobactam and other broad-spectrum
antibiotics against bacteria from hospitalised patients in the British Isles. Int J
Antimicrob Agents, 22, 14-17.

LIVERMORE, D. M. & WARNER, M. 2009. Effects of low temperature and high salt on
the activity of the novel carbapenem PZ-601 (SMP-601) against methicillin-

resistant Staphylococcus aureus. J Antimicrob Chemother, 63, 411-3.

58



MVZ Francisco Ramén Garcia Rodriguez 2013

LOFDAHL S, GUSS B, UHLEN M, L, P. & M, A. L. 1983. Gene for staphylococcal
Protein A. Proc Natl Acad Sci U S A, 80, 697-701.

MARTIN, F. J., GOMEZ, M. |, WETZEL, D. M., MEMMI, G., O'SEAGHDHA, M.,
SOONG, G., SCHINDLER, C. & PRINCE, A. 2009. Staphylococcus aureus
activates type | IFN signaling in mice and humans through the Xr repeated
sequences of Protein A. J Clin Invest, 119, 1931-9.

MENDOZA, J. 2005. Frecuencia de tipos de toxinas superantigenos en Staphylococcus
aureus de diferentes origenes: relaciones con tipos genéticos.Tesisde Doctorado,

Universidad de Oviedo. Oviedo, Espafia.

MOKS T, ABRAHMSEN L, NILSSON B, HELLMAN U, SJOQUIST. J. &UHLEN M.
1986. Staphylococcal Protein A consists of five 1gG-binding domains. Eur J
Biochem 156, 637-643.

NUBEL, U., STROMMENGER, B., LAYER, F. & WITTE, W. 2011. From types to trees:
reconstructing the spatial spread of Staphylococcus aureus based on DNA variation.
Int J Med Microbiol, 301, 614-8.

OVIEDO-BOYSO, J., BARRIGA-RIVERA, J. G., VALDEZ-ALARCON, J. J., BRAVO-
PATINO, A., CARABEZ-TREJO, A., CAJERO-JUAREZ, M. & BAIZABAL-
AGUIRRE, V. M. 2008. Internalization of Staphylococcus aureus by bovine
endothelial cells is associated with the activity state of NF-kappaB and modulated
by the pro-inflammatory cytokines TNF-alpha and IL-1beta. Scand J Immunol, 67,
169-76.

ROBEN, P., SALEM, A. & AND SILVERMAN, G. 1995. VH3 family antibodies bind
domain D of staphylococcal Protein A. J Immunol, 154, 6437-6445.

59



MVZ Francisco Ramén Garcia Rodriguez 2013

ROLO, J., MIRAGAIA, M., TURLEJ-ROGACKA, A., EMPEL, J., BOUCHAMI, O,

SAID,

FARIA, N. A, TAVARES, A, HRYNIEWICZ, W., FLUIT, A. C. & DE
LENCASTRE, H. 2012. High genetic diversity among community-associated
Staphylococcus aureus in Europe: results from a multicenter study. PLoS One, 7,
e34768.

K. B., ISMAIL, J., CAMPBELL, J., MULVEY, M. R., BOURGAULT, A. M.,
MESSIER, S. & ZHAO, X. 2010. Regional profiling for determination of genotype
diversity of mastitis-specific Staphylococcus aureus lineage in Canada by use of
clumping factor A, pulsed-field gel electrophoresis, and spa-typing. J Clin
Microbiol, 48, 375-86.

SCHOULS, L. M., SPALBURG, E. C., VAN LUIT, M., HUNUSDENS, X. W., PLUISTER,

G. N.,, VAN SANTEN-VERHEUVEL, M. G., VAN DER HEIDE, H. G,
GRUNDMANN, H., HECK, M. E. & DE NEELING, A. J. 2009. Multiple-locus
variable number tandem repeat analysis of Staphylococcus aureus: comparison with
pulsed-field gel electrophoresis and spa-typing. PLoS One, 4, e5082.

SHOPSIN, B., GOMEZ, M., MONTGOMERY, S. O., SMITH, D. H., WADDINGTON,

M., DODGE, D. E.,, BOST, D. A., RIEHMAN, M., NAIDICH, S. &
KREISWIRTH, B. N. 1999. Evaluation of Protein A gene polymorphic region DNA
sequencing for typing of Staphylococcus aureus strains. J Clin Microbiol, 37, 3556-
63.

TENOVER, F. C. 1999. Implications of vancomycin-resistant Staphylococcus aureus. J

Hosp Infect, 43 Suppl, S3-7.

UHLEN, M., GUSS, B., NILSSON, B., GATENBECK, S., PHILIPSON, L. & M, A. L.

1983. Complete Sequence of the Staphylococcal Gene Encodin Protein A. A gene
evolved through multiple duplications.J. Biol. Chem, 259, 1695-1702.

60



MVZ Francisco Ramén Garcia Rodriguez 2013

UHLEN, M., GUSS, B., NILSSON, B., GOTZ, F. & LINDBERG, M. 1984. Expression of
the gene encoding Protein A in Staphylococcus aureus and coagulase-negative
staphylococci. J Bacteriol, 159, 713-9.

URUSHIBARA, N., KAWAGUCHIYA, M. & KOBAYASHI, N. 2012. Two novel
arginine catabolic mobile elements and staphylococcal chromosome cassette mec
composite islands in community-acquired methicillin-resistant Staphylococcus
aureus genotypes ST5-MRSA-V and ST5-MRSA-II. J Antimicrob Chemother, 67,
1828-34.

VERGISON, A., MACHADO, A. N., DEPLANO, A., DOYEN, M., BRAUNER, J.,
NONHOFF, C., DE MENDONCA, R., MASCART, G. & DENIS, 0. 2012.
Heterogeneity of disease and clones of community-onset methicillin-resistant
Staphylococcus aureus in children attending a paediatric hospital in Belgium. Clin
Microbiol Infect, 18, 769-77.

61



MVZ Francisco Ramoén Garcia Rodriguez

2013

Anexo 1.

Blalfgieas, Dielembre 2012, 14(2): 30-36

NiSspa: software de codigo abierto para la
caracterizacion de aislados de Staphylococcus
aureus por spa-typing para epidemiologia

molecular

Carlos Alfredo Carmona-Gasca'®, Luis Eduardo Talavera-Morales*®, Francisco Ramon Garcia-
Rodriguez'*, Ana Patricia Orozco-0Ortiz?, Juan José Valdez-Alarcon'™
'Centro Multsiscipiinario de Extudios en Blotecmologls Rrculted de Medicing Veterinaria  Zootecnio Universicad Michoacama de San Moolds de Hidalge

K 2.5 Carreters Morelia-Zinapdcuare Poste Veterinaria, Lo Pelme, CF 58892, Torfmbars, Mickoscdn, Méoo.
Hiniversidad Ternoldglca de Morells, Av. Vicepresidente Pino Sudrer Mo, 758 CREE2N, Morels Michoacdm.

Resumen

Staphylococous avreus e un patigenc ml&ﬂ capaz de causar
infeccionesen b ¥ les con difer P

Abstract

Staphylococcus awrens is a vematile and pathogenic bacteria thar
is able to cause infections in bumans and animals with different

El gen spa de 5. aureus presenta secwencias cortas repeti d .:ssm:.
que se wtilizan en la técnica de spa-typing pam la canacterizacion
miolecular de aislados del patégens con fines epidemioldgices. Las
lbases de datas v los diferentes tipos de safrware disponibles paraspa-
typing son poce amigables y presentan la informacidn fi

hologies. The protein A gene (spa) of 5. aurens presents shor
|n|_lmm repeat (S5Fs) that are used for spa-typing in molecular
idemiology far the ch ization of 5 aurens. The databases
and different available tosls for spa-typing are unfriendly and
presenit frag, d information. This paper presents an approach to

En este trabajo se presenta una apreximacién al diseiio de un
software altermativo, MiSspa (Micelaita-saftware para spa-typing),
que relaciona de forma amigable la informacién de spa-typing con la
informacidn presente en las bases de datos globales de epidemiologia
molecular de 5. aureus. El software se probé contra las herramientas
disponibles en linea utilizands datos experimentales genendos =n
el laboratario.

Palabras daves: Prowing A, pa-ripor. SSRY, Serwewclar Covsar Repesidar

design an clternative software, Nifispa (Micolaita-sefrware for spa-
typing), that friendly links spa-typing infarmation with the global
databases of molecalar epidemiology of 5. aureus. The software was
tested against the available online toels using data generated in the

laboratory.
Keywards: Prorein A, pa-npes. S5RE, Single Sequence Repear

Introduccion

Sepbylococcus dwrews es un agente patépeno que causa diferentes
tipos de infecciones en e hombre, en animales domésticas
y sabvajes. Entre las patologias mis comunes en humancs s=
encuentran las infecciones de piel, tejides blandos e intoxicaciones
provocadas por enterctoxings o la toxina de choque téxico. Todas
estas infecciones son Adquiridas en la Comunidad {denominadas
HATY, 5 gwrews es, ademds, uno de los patdgencs més impartante
de infecciones Adquiridas en Hospitales (denominadas AH),
en las que provoca csteomielitis, endocarditis infeccicsa y
septicemnias (Bustos-Martinez e af, 2006). En animales es capaz
de causar piodermas, infecciones ascciadas a intervenciones
quinirgicas y mastitis en les animales productors de leche
(Graweland e all, 2011} 5 gwreus es un patdgen o exitoso gracias
a que existen diferentes genotipos de ¥ cada genotipe contiene
variantes de un conjunte de factores de winlencia (Baizabal-
Aguirre e al, 2009), Unc de estos es la Proteina A (Spa), que
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stes aubores contribujeron de manem equivilents @ sste trabaja,

s la més abundante de la pared celulae Para sa mejor estudio,
Spa se divide en diferentes regiones funcionales (Figura 1) una
regidn imvolucrada en su secrecién (5), 5 dominios (E, [, A, B
¥ ) de unién a inmunoglobulinas isetipo G (IgG) ¥ una regidn
denominada regién X (Figura 1A). Esta se encuentra subdividida
@ su ver en una regidn constante (Mc), la cual es responsable de
interactuar con la pared de 5. sweews sicviendo como anclaje y
la regidén (¥r), ka cual estd compuesta por un nimers variable
secuencias cortas repetichs (35Rs) con un tamafio variable de 24
a 30 pares debases (Shopsin er al, 1999; Kim & 4l 2010) y que
promueve procesos inflamatorios de una manem dependiente
de la longitud de los S35Rs (Gamflo e all, 2012). La regitn
¥r se encuentra delimitada por dos secuencias consenso que la
fanquean § que s denominan secuencias "Arma” (signature
sequences). Las Armas en los extremos 5 (RCA MCA AAA) v 37
(TAY ATG TCG T, se urilizan asi para identificar y delimitar la
regidn de 55Rs en Xr (Figura 1B).

Lavariabilidad enlalongitud y en el polimorfisma desecuencias
de las 55R5 s ha aprovechado para urilizar a la regidn Xr como
un marcador molecular en la caracterizacién de este patigenc,
con la técnica lamada ga-typing (Harmsen o ., 2003). En esta
técnica s identifican el nimero y tipo de las 35R% v el coden en
que sz presentan. & la combinacién de 35R's en la rgidn Xrse le
denomina gee-tipo y a la téenica se le conece per su nombre en

Rarvinia da ln DS Cienciom Bické gico Agropecuarias, Universidad Michascarm de San Micolia da Hidlge
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Figura 1. @) Fsoucturs del gen spa. L reghones del gen se describen e o temo, b) Organiesc in enecterl de
13

e el gpu-ipo isigesache (129

inghéx sa-typing. Una de s ventajas dela
secuenciacicn de la region Xr en la técnic
de gui-ryping e la porabilidad y senciller
con bz que puede manejarse ks informacion
de las secwendas de oodedtidos que
pusden =er repreentadas mediante un
codigo de amtro letras y manejaree en la
forma de un archivo de texto, permitido
d demarrolle de bhases de dasos plobales
disponibles en intermer, pam =mber el
ra-tipo, la secuencia de ka region Xr de
aislados obtenidos de diferentes Reentes ¥
on d.i\\:rn.ip.l.rtudd. munda = COMpsr
oon estas bases de datos. Bl sitio de internet
pam pa-typing o conocido como Ridom
SpaServer (hup:/ispa_ridom.def). Exe sitio
recibe los archivos de salida de los equipos
de seouenciadion (decroferograma) y una
peorsona, denominada curmdar, determina la
calidad y confabilidad del electroferograma
¥ asigna un mimero de repetido () a cada
55K y al conjunto dd miamern de repetidos
le wigna un getipo (1. Bl comjunto
de gpo-tipos repomados por los usarios
ha sido ru:n:lpila.dn en exia base de dasos
intermacional de libre acoeso. Achslmente,
se han reporado mas de 561 repetidos
distinos ¥ 11,1637 gpe-tipos derivados
de k= combinaciones de repetidos aupo
MILmErD CONEimE & anmento.

la base de datos de Hidom
SpaServer contiene ademids informacion
epidemiologica de los aislades asociados

Se muestran los oigonucledtides spe- 1113y spa-151dr [recringules rojes] pars huplln:d-dnd-
riggitin X, umm;:w-d;qmnrm;{ﬁjya[nju [werseal) y o da

con los gpa-tipos. Dicha informacian s
encuentra de frma dispesa y redundante
en 4 tablas con los datos epidemioligions
y moleolares  mleantes come la
combinacidn de repetidos, la frecwencia
global de cada sre-tipo y su reacitn con
o andlisis de secuencias de oo multiples o
multi-daes sequence typing (MLST), otro
método de canctermacion molecular para
5 awrewer (Maiden 200¢; Enright e al.
2000). Esta técnica permite determinar
d fondo genético compartido entre los
Lisladusd:.ﬁ'..ﬂ'mm]rig‘rupa:ihsmjm
deacuerdo al nimers dealelos compartidos
entre sicte penes que sz analizan. A la
combinacidnd de alelos de los siete genes
st les denomina Secuencia-tipo (5T). A
los grupos de similimod gue comparten
seis, cinoo o cuztm de los siete alelos, ==
les denomina Complejos Clonales (CC).
Ridom SpaServer proporciona una base
de datos que contiene €] pads de origen, €]
tipe de muestra, y o alotipo del casete de
resiencia @ meticiling (5C0Cmec) de los
aislados de 5 swnmr ([WGE-5C0 2009
De manera alierma, pam  designar
d spa-tipn de forma rdpida y sin tener
que esperar a la evaluacién del curador,
existen herramientas en intermet como
S5PA Searcher (Peiecsoftwares; hexpol/
seqroolscomi) y Spa Typed/ldencifier
(hetp:if fortinbras usfcgi-bin/spa Typer/
s.paT}rper.pl] destinados  ewclusivamente
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para la identibcacion de Jos gpa-tipos ¥
de las firmas que Hanguean a la regicn
¥r Esizs dos heramienizs dependen de
la base de daios en L pigina de Ridom
Spaferver. Sin ambarpo, no mandgan
los datos epidemiclogicos presentes en
Ridom Spa%erver. A o fecha no existen
programas de codipo abierto para o
analizis de los ga-tipos y de la informacion
epidemioligica rdevante a los zislados,
por lo gque en & presente trabajo se cred,
hasia donde sabemaos, el primer programa
hicinformetico de oidign abierto para la
bisqueda de spa-tipos que permita uwsar
la base de datos internacional de ghe-
typing. Bl software se denoming NiSgpa
[Micolaita-Software para  sa-typing] y
fue disefiade para identificar los gpa-
tipos en aislados de 5. dwrewr de bovinos
¥ humanes obtenidos del municipio de
Tarimbaro, Michoacin. A diferenda
de b hermmientas de internet, este
software presenta simultineamente o
analisis de los spa-tipos junic con los
daros epidemicldpicos sobresalientes, en
forma ordenada ¥ oo redundante y en un
sobo formato de salida que e visualmente

amigable.
Materiales y métodos

Construccidn de las bases de datos

La base de daros que al momento de
otz trabajo  contenla 554 repetidos
y 10646 spa-tipos, y la informacion
epidemioligica contenida en custro tablas
de la pig'lu.a Ridom Spﬂﬂnn":r ﬂitl]:\:lrurl]:\ﬂ_
ridom.def), se copid pam conjuntarla en
una hoja de Excel de Microsoft Ofhce,
en una sola mhbla que incloys twdos Jos
daros asociados a cada spa-tipo. Para 1l
fin sz modifice la tabla de Frecuencias
reardendndola de  acverds 2l orden
ascendente de los spa-tipos.  También
== reconstruyeron ks secuencias de Jos
spa-tipos a partir de las secuencias de los
mimeros de repetidos, de manem que =
penerd una columna con las secuencias
de cada gpetipo. La base de datos final
de Excel contiene todas las varizbles de
forma mo redundante en una sla tehla
que contiene Gnicamente 7 variables
gpa-tipo, frecuencia intenacional, pais de
arigen, informacion relevante, Secuencia-
tipo (ST). combinacién de reperidos y
la secuencia completa del spa-tipo. Para
evaluar de manera preliminar b ooeva
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base de datos, la tabla de variables penerada en Bxcel se introdujo
en un archive del programa de Access de la suite de Microsoft
(Mffice, con su respective formulario, permitiendo después de
varias madificaciones hacer una bisgueda de cuslguier spa-tipo ¥
de |z informacion relevante.

Dizefio y programacian del software
Para el disefio del sofiware s utilid e progama Visual Basic,

que es un conjunto de hermmientas pratuito para programacion
de aplicciones en lenpuaje BASIC (Begpiners All purpos:
Symbalic [nstruction Code 1). Los cddipos desarrolludos para
programar el software Mifigpa se presentan a continuacion.

« FrmSpa_frm
Frivate Sub BinBus_Click{)
[im B As Dambase

[m rs As Fecondses

IF Trim Txe5eq. Text] = =~ Then

32

sMomBd - Agp.Fath & “\BDSpamdbe
If gf_OpenBIY D8, shomBd) = True Then

Sex 15 = DV Oipen Recordset| "=hla”)

c=l

Do While e EOQF = False

c=c4l

Cad = Trimi{rs "ssmuenda completa™. Value)
oo = InSer{], Trim{T stSey Text), Cad)

Hood «» 0 Then

LhlRep Capiton = re"Repeat sauccession] ™) Vahse
TxtTpo.Text = rs{"Spa-type™). Value
Tut5eq2 Text = re{"ssouencia compless™). Value
MLST.Caption - ml"MLET™). Vahee & =
commeneCaption - s, "Comment™) Valoe & =
Freguency.Caption = rs{"Freguency™). Valse & ==
aripen.Capeion = rs| "Countries of origin®) Valee
-
ChkCin Vahse - False
If InSer 1, Teimn(T oiSeq. Texs), “SCCACCAAAA™)
‘Then

ChkiCin Vahse = 1
End If

ChkTre Vahse - False

If InSer{l, Trim{ TxtSeq. Text], “TACATCTOGT™)
‘Then

ChkTre Vahee = 1
End IF

“lzqquienda
ACAACAAAA Vile - False

If InSen 1, Trimn(T oiSeq. Teuz), “ACAACAAKLAT)
‘Then

ACAACAAAA Vaike = 1
End IF
CCAACAAMA Value = False
If InSer(1, Trim( T xiSeq. Tent), SGCAAMCAAAAT)
‘Then

GUAMCAAAA Vile - 1
End If

ACADTAAAA Valse - False
IF InStrt 1, Trim( TxiSeq. Texe), “ACACCAAAL™)
‘Then

ACATTARAA Vale - 1
End If

GCADCAA AL Value - False

If InStr{1, TrimlTxtSeq. Text), “GCACCAAAA™)
‘Then

GUACCAAAL Value = ]
End If

“Derecha
TACATGTOG T Value - False

IF InSer(1, Trim{TxtSeq. Text), “TACATGTOGT™
‘Then

TACATCTOGT. Value - 1
End If

TATATCTOST Value - Gse

IF InStrd 1, Trim{ TxtSeg. Text), “TATATETOET™)
‘Then

TATATGTOGT Value = 1
End If

MspBax “Encontrado a partir de L posiciln = &
ad

End If

= MoveNe

Loop

[}BClose
End If

End If
End Sub

Private Sub BenCerrFren_Clidk()
FralterAus. Wisible - False
End Sub

Private Sub BenSal_Clicki)
Unlad Me
End Sub

Private Sub Cmd Lim_Click(}
TxtSaq. Text = 7
TrtSeq? Text =
TuTpo Text = ==
ChkCin Vahee - False
ChkTre Vahse - False
ACAACAALS Vale - False
GUAACAAAA Value - Falss
ACACTAS A8 Valoe - False
GUACCAAAA Value - False
TACATETCCT Valoe - Fake
TATATCTOCT. Value - False
Ll Feep Caption = ==
MLST.Caption = =
comment. Caption = =7
Frequency.Caption = =~
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arpen.Caption = =7
End Sub

Private Sub Form_Load(]
End Sub

Private Sub TxtSey Change()
Label5. Caption = “Longitud= = & Len{ TxtSeq, Text)
End 5ub

Private Sub TxiSeg? Chanpe()
Lahelé Caption = “Longitud- =

End Sub

+ Archive Modspa bas

Aptribuze VE_Mame = “Mod Spa”

Global sMomBd As String *MNombre de b Base de Dates

Glohal BanPanErrBas As Boclean ‘Bandera que indica que ya s detecia

el error de la BD

Function pf_ OpenBIdBDOpen As Database, MomBd As String) As
Book=an

& Len(TutSeqZ Text)

Cim rsCipen As Recordset

If pf_Exi™amArc{MomBd) Then
On Error GoTo ErrOipen
Set dBDMOpen = OpenDatahase]MomBd)
Elee

GoTo Em(pen
End If

gl OpenBI) = True
BanFanEmfas = True

Exit Functicon

Er(Jpen:
gl OpenBIY - False
If Err = 3343 Then
MspBox “La base de Daios e severamente darada y no
puede ser reparada”, vhiCrivi], *Error ® & Err “Kill {(sMomBd)
End IF
End Function

Fumniction gf_;El.thuL‘m:[Hmﬁ.n:&u A Seringl As Bealean
gl_ExiMomAre - Falee
n Error GoTo Falle
X = GetAps Momd reBus)
gl ExiMomArc = True
Exit Function
Falla:
“If MomArchus = sMomid And BanTanEmBas = True Then
If MomArcEus = sMomBd Then
Mapliox Mo existe |z base de Dasos™
gl ExiMNomAmn - Fals
BanPanFrrBas - False
End If

gl_ExiMominc = Falee
End Function

la carpera de instalacion contiene 30 archivos. Los tipos de
archivos que contiene la carpeta con & programa son: H tipo de

HIGiapa St s Spo- s

archive * DL = asocia con “animadién” es el anchivo que le da la
imagen a la ventana del software, * L53T identifica los anchivos
de datos de lista, *ex es un archive fuente excrite y .t e un
operador memor el cual hace que el programa b= los alporizmos
¥ pueda abeir sin errores. La instalacidn del sofiwan: es ejecutada
porel archiva contenido en la carpeta del programa con &l nombre
SETUPEXE el ozl permite la gjerucion del sofrwane abriendo
la wentana de instalacidn, donde se autoriza que el software sea
corrido con un icono de segnimienta, para que pueda cargar los
daros en una ventana. A s eérmino ovmrd un acceso directo para
su Ejeucion.

El proprama fue probadio en 3 versiones del sisbema opemtivos
de b plataforma Windows: Windows XP' Service Pack 1. 2y 3.
Windows vista (x86) y Windows 7 (xBa). El programa no mostr
ermores al momento de su ejecucicn en ninguna de las plaaformas
utilizadas.

Valldacion; spa-typing de 5. awrews de orkgen bovino

Se seleccionaron 23 aislados de 5. dwrme obtenidos en las
localidades de Cotzio y Téjaro de los [equierds, municipio de
Tarimbarm, Michoacdn, México, pertenedientes a una coleccidn
dd Laboratoric de Epidemiologla Molecular y Biotecnologia
de Enfermedades Infecrioms del Centro Muleidissiplinario de
Estudios en Biotecnolopia (CMER), en la Facultad de Veterinaria
de la Univesidad Michoacana de San Nicolis de Hidalgo
(UMSMNH). Los aislados == obsuvieron a partir de muoesras de
leche positivas a la Prueba de California para la deteccicn de la
mastitis bovina (Rice, 1%7) en medios de cultive selectives plo
diferenciales {Bautistz-Trujille & af, 2012} y se denominaron
con las keras MBI (Mastitis Related Isolaze) y un nibmer
secuencial. Se utilizd también la cepa de referencia de 5
MNCTC 8325, Los aislados s= desarmollaron en medio Infosidn
Cerebre Corazén (BHI) per 12 hrs 2 37 oC, v == centrifisgaron
2 5,000 x g Bl ADN fue obtenido con un protocols medificado
repontado previamente (Enright = 2f, 2000), con 50 wl como
volumen mixime y selucidn amortiguadora TEN,, o (30mb
Tris-Hel, 1 mM EDTA, 100mM NaCll pH B), Proteinas K (20
mg} y S5 (1% wv). La estratepia de spa-typing == realind sepiin
lo recomienda Ridom 5Spa Server. La amplificacion de la region
¥r del pen se trabajd en un volumen de 50 pl, contenienda ADN
purificmdo, 200 pM de JNTT s, 10 pmol de los oliponuclectidos
spa-1113F (3'- TAA AGA CGA TOC TTC GGT GAG C
-3 y spa-15314e (3-CAG CAG TAG TGO CGT TTG CTT
-3% 1X de DeeamTag™ Buoffer v 1.25 U de DremmTag™ DNA
polimemnsa [Fermentas). Los ciclos térmicos fueron los siguienes
95" durante 5 min, seguidos de 35 ciclos a 94°C durante 45
5, &0°C durante 45 5 y una extensidn de 72°C durante W s ¥
una extensicon final de 72°C durante 10 min. La secoenciacidn
se llewih a cabo wtilizando los andlogos de dideoxinucledtidos
de kit Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reasction
WV 3.1 (Applied Biosystems). La polimerizacion se realind en s
sipuientes condiciones: 1 ciclo por 3 mina 957C; 215 cides de 0.5
min a 96eC, 0.3 min 2 3000 y 4 min a @0eC; 1 ciclo sostenido
de enfriamiento a2 4"C. Los pmductos de polimerizadion s
resolvieron en un secuenciador automdtice ABI Prism 310
Genetic Analyzer, wtilizande un tiempo de inyeccidn de 30
segundos, y la dlectroforesisa 15 kW, 50°C y 45 minutos de corrida;
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en un capilar de 47 cm de longicod. La
edicidn de los electrobercgramas se realizd
con e programa MEGA +50 (Tamura
et @k, 2011}, y la secuencia consenso
de cada aislade fue incroducida em el
pregrama MiSspd. Les resultados fueron
coroborados con las heramientas SPA
Searcher  [PelMecsofrwmres;  hirpedf
sequalscomd) v Spa Typer/ldencifier

spa lyper.pl].

Resultados
El sattware MiSspa proces la informacién
obtenida de la secuenciacidn de la regidn
¥r para la bisqueda e identificacién
independiente de las secuencias firma %
¥ ¥ que Hanquean la regién de S5R%s v
la secuencia comespondiente a cada wna
de los spa-tipos disponibles en la bass de
datos recuperada de Ridom SpaServec

En la Figuta 2 == puede observar la
wventana de andlisis del software MiSspd. En
ella se muestran los siguientes dementos:
1} ventana para insertar la secuencia a
amalizar; I} botones para las acciones
buscar/limpiar/salic, con los que s= activa
la biisqueda, la limpieza de la ventana para
insertar una mueva secuencia o la slida del
softemne; 3) cuadros de marca para indicar
el halkego yla integridad de las secuencias
firma 5" y 3 4) cusdros de marca para
indicar las secuencias encontradas en las
firmas 5 (lequiceda) y 3° (Deerechal; 5)
indicadar de la secuencia de repetidos; &)
ventana que indica e ga-tipo encontrade,
sepuido de 7) la secuenciatipe (MLET)
asociada; 8) comemtarios derprados de
la base de datos de Ridom SpaServer;
9} crigen reportado de los aislades; 1000
frecuencia del spa-tipe encontrade; 11
secuencia delimitada que contiene los
55Rs

Para validar & sfreare disefiads, ==
analizaron  secuencias chienidas en el
Labomterio de Epidemiclogia Moleculary
Biotecnol cria de Enfermedades Infecciosas
¥ secuencias de cepas de referencia. Las
secuencias s analizamn en el sofoware de
MiSspa ¥ se compararen con lo obtenide
en SPA Searcher v Spa Typer Analyzer.
La Tabla 1 se muestra los resaltados de
las secuencias que concordaron en los
tres programas, las secuencias firma ¥ y
¥ identificadas, ka secuencia de repetidos
designada y ol spatipo cormspondiente.
D la coleccidn de aislados, no fue posible

34

Talda 1. Cardotertiachin de los alslados de Soaplid

irtiligando MISips.

MEE1Z GCACCANAA | TACATGTOGT | 0F-23-18-21-17-34-33-34 24
MRE13 GCACCANAA | TACATGTOGT | 10-1912-21-17-34-24-34- 2225 i)
MERE147 GCACCANAA. | TACATGTCOGT | 0723 EG0S
MR 148 GCACCANAA | TACATGTOGT | 0F L
MEE 149 GCACCANAA | TACATGTOGT | OF-17-24-34-34-33-34 1965
MEE150 GCACCANAA | TACATGTOGT | 0F-23-12-21-34 ST
MR 155 GCACCANAA | TACATGTOLT | 0F23.02.21.17:34 s
MR 1463 GCACCANAA | TACATGTOGT | 0723 EG0S
MEE 166 GCACCANAA | TACATGTOGT | 0F-23.12-21-17-34=-34-14- 13- 34 a7
MRE1T1 GEACCANRAA | TACATGTOLT | O7-23.12-21.17-34-04-24.23.34 2T
MRE1T2 GOACCANAA | TACATGTOGT | 0723182100 Ta34- 34 24 33:34 a7
MR GCACCANAA | TACATGTOGT | 0230021173433 24 2
MRE3 GCACCANAA. | TACATGTOGT | 11-19-12-21-17-34-24-24- 2225 Eid
MR 32 GCACCANAA | TACATGTCGT | OF-17-34-34-34-33-34 r1965
MR GCACCANAA | TACATGTOGT | OF-17-34-34-34-33-34 r19a5
MRE35 GOACCARAA | TACATGTOGT | 2861623312920 17 1T 251628 | (ARG
MR 36 GCACCANAA | TACATGTOGT | OF-17-24-34-34-33-34 1965
NCTC-B325 | GCACCAAAA | TACATGTOGT | 10-1912-12:21-17=34-24- 242225 | 1211
P ——— _.'.;.:n.-'u. TRl | ol i Ll et ST Wk Bl sk 3
1 —4—— TR 'L.I.'_L_I'_-'_.L.I}H'-.I_ILLIIH.'..L'J.L.-'JIJ.I.-"
e e R i R L L
ol iy LA 1 i T LACAE Tk VAL T TEAABES
2 - [ e Maad el I [ ]
3 R S e
4 ke [ ACAACARA =25, TS MATRAA P OGS
[ 7 Tl )
5 Fodeeres T L B DR 7
B e FESEE
— g 8
g oy -ur-u:-ilm-'ml:ml:umlm.mm Vrigrd Py Poros g | syl Dy,
10 EEE L S T T e ||. AL o
T TTE A i TR e M T T ....n...:-r--m Al | B e
AL L oA
11
g 7

Figrtiira 2. oo i ealida de b pastalls de e dos de NS La sime kS s peflens oo @l b,

adjudicar spatipos a 3 aislades, ya que
en la combinacidén de repetidos hubo
2 gishdes (MRI-1T1 v MRI-172) que
presentan repetidos (designados con una
X} los cuales indican la no concordancia
con los S55R% repisrades en la pdgina
web Ridom SpaServer y que porlo tante,
puedan ser 35Ks nuevos, propios de los
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aisladas de bovines, que deban registrarse.
Para otros 3 aislades (MRI-14, MRI-23 ¢
MRI-152), la secuencia de los repetidos
ne esti regigrada en la base de dates.
La combinacidn de repetidos para cada
aidade no identificade con MiSspd son:
MRI-14 (23-12-21-34), MRI-23 (23
12-21-17-34-33-34), MRI-152 (20-17)
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MERI-171 (07-23-12-X-34-34-33-34) y MRI-172 (07-X-13
34-34-34-33-3). Las firmas oficiales 5" son 4 dimintas: RiC o
GiCA MiA o C)CA AAA habiendo otms 2 hirmas 3 TAY(C
o G) ATG TCG T en las reglas ofdales de Ridom SpaSerer.
En muestros aidados se encontrd una nueva frma 5" la cual e
GCACCAAAT, donde cambia b dltima A por una T, en la cepa
MRI-171.

Discusion

El anilisis de sp-typing depende primordialmente de las
herramientas de intermet. NiSspd ooupa ko base de datos de
Ridom SpaSereer (hip:/fsparidom.de} que, aunque concentra
la informacion de los spa-tipos no permite al wsuario realizar
comparaciones. Como  alternativa existen dos  herramientas
en la red que dependen de Ridom SpaServer gue son: SPA
Searcher (Seqlools) (hitp:/Vseqrocls.comf) y Spa Typer/Analyzer
(httpe{ Mortinbras.uslcgi-bindspa Typer/spa Typerpl) con ks que
=z cormoboraran bos ga-tipo de los aislades, la Armas gue lo
flanquea y las secuencias de epetidos. Un aporte fundamental
de Ridom SpaServer es que incluye datos epidemiolégicos de
los aislados ¥ una relacion de los perfiles genéticas obtenidos
por las distintas técnics wiltadas en 5 dwrens como Mulei-
docus Sequencing Typing (MLET) (hupsureus.mlst.oetf), 1a
identificmcion por la seouencia parcial dd pen ARN ribosomal
les (3BV's) (hepiwwworidom-rdnadef), S0Cmec typing
(hitp:fwww.saphylomorusnaf}) y de pedils de macro-
restriccidn en electroforesis de campes pulsmdos (PEGE; herped!
www_ harmony-microbe. nes'microtyping.htm). SPA Searcher y
Spa Typer/Analyzer son herramienta que sclamente manejan «l
andlisis de secuenda de repetidos pero oo ligan la base de datos
de Ridom SpaServer con su informacion epidemioligic, al
andlisis de la secuencia de la repidn Xr. Ni%gpa aporta en una
sola ventana el ga-tipe de la secwenda problema y toda su
informadion epidemiolagica relacionada encontrada en la base
de datos internacional.

Para realizar la comparaditn de la informacion generada con
la informacin contenida en las bases de datos es necesario wtilizar
programas bisinformdtices especializados. En la actuslidad existe
un anments en la tendenda a crear programas de wso libre.
Existen pocos programas especializados pama e analiss global
de datos de epidemiologia malecular, como los gpe-tipos en 5
dureus. Hama donde sabemos ninpuno de ellos es de codipo
abierto. Milgpa serd el primer programa distribuido y desarrollada
libremente cuya hncion princpal serd la deteccian del ga-tipa
2 partir de una secwencia curada de la region Xr del gen g de 5
dureus. MiSspd puede mostrar en una sola ventana ka informacién
epidemiclégica relacionada, y permite la idemtificacion de spa-
tipos pudiendo trabajar sin necesidad de una conexidn continua
al internet.

Aunque NiSispa s operd en tres versiones de Windows, <l
programa estd disefiado para trabajar en las versiones de Windows
X (x86) con Service Pack 3. Windows Vism (x86) con Service
Pack 2 -, Windows 7 (xB6), Windows Server 2003 (x86) oon
Service Mledaw:&nulﬂﬂﬁ B2 (xBe), Windows Server
2008 (xBe) con Service Pack 2, Windows Server 2008 B2 y la
arquitectura de 32-Bit (x86). Los requerimientos de hardware son
minimes en cuante a velocidad del procesadaor, memoria RAM
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minima de 312 MB, y solamente requiers 4 MB de espacio en
disco dum. En su eapa de desarrollo actual, NiSspa solamente e
capaz de identificar de manera independiente las secuencias Arma
¥ las secuencias de repetidos en los gpe-tipos. Actualmente, s
extin desarrollando los cadipos para incrementar las capacidades
de software de manera que: 1) rmlice achmlizacidn automdtica
de las bases de datos derivadas de la pagina http:fispa.ridom.def;
1) busque de manera independiente les 35R's individuales y 3)
identifique las camacteristicas de los posibles 55 nusvas.
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Anexo 2.

POLIMORFISMOS DE NUCLEOTIDO UNICO (SNP'S) Y DE
SECUEMNCIAS CORTAS REPETIDAS (SSR) EN REGIONES
FUNCIONALES DEL GENM DE LA PROTEIMA A (spa) DE
Staphylococcus aureus ASOCIADO A ENFERMEDADES
INFECCIOSAS.

Francisco Ramén Garcia Rodrigues’, Ramdn Ignacio Arnsaga Garibay” Jaime Amadeo Bustos
Martinez”, Wictor Manuel Baizabal-Aguirre’, Alejandro Bravo-Fatifio’, Marcos Cajero-Judrez’, Juan
José Valdez-Alarcdn’

Camm Mulidisciplinario ge Sstudioe en Biotecnoiogla UMSHNH FMWVEZEscusla Macional oe Ckenclas Biologicas

1PN Universitad Aunsnoma Metropoditana (Uinigad Xochimico).

Resumen.

Staphylococcus aureus es un agente patdgeno exitoso gue causa afecciones
multiples en distintas especies. El estudio de la varabilidad genética y funcional de
los factores de virulencia con los que cuenta este patdgeno es fundamental para el
desamollo de nuevas estrategias de control y caracterizacion epidemioldgica. La
proteina A de S. aureus (SpA) es un componente de pared gque juega un papel
importante en la virulencia. Se le ha involucrado en la activacion de distintos
receptores en las células eucariotas a las que invade, tal es el caso del Receptor 1
del Factor de Necrosis Tumoral o el receptor a Interferon gamma. Ademas, SpA
tiene la peculiaridad de unirse a la region Fc de los anticuerpos, gue es la gue
interactla con los macrdfagos, confiiéndole actividad anti-opsonizante. SpA
cuenta con 5 dominios de union a IgG vy una region polimdrfica denominada region
¥, gque a su vez se encuentra formada por una serie de repetidos de un tamano
aproximado de 26 pb’s {en spa) denominada region X, v una region constante X,
las cuales son las responsables de interactuar con la membrana de S. aureus
sinviendo como anclaje a esta. La region X se usa para la caracterizacion
epidemioldgica de S. awrewus. Ademas se cuenta con una base de datos
internacional, por lo cual se considera como Onico marcador molecular que es
capaz de compararse con las técnicas consideradas como estandar de oro en la
caracterizacion de este patdgeno, socbre todo en el ambito nosocomial. La
presencia de polimorfismos en la region de SSRs del gen spa de S aureus
sugiere gue en las demas regiones funcionales, pudieran  encontrarse
polimorfismos de nucledtido nico (SMNPs).

1l Foro cial Posgrade =n Ciandes Biologions y Azropscusrias o ls Universided Michoscara
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Infroduccion.

Mastitis bovina, un resenvono de Staphylococcus aureus.

La mastiis hovina se define como una infeccidn aguda, sobreaguda o cronica de
la ubre, causada por la invasion bacteriana de los conductos lacteos ascendentes
a partir del pezon, de lo que resulta la alteracion de la leche (Comea, 2007). Su
impacto es en la produccion animal, bienestar animal v la calidad de la leche
producida. Esta enfermedad es probablemente la mas costosa de las
enfermedades infecciosas endémicas que afecta a las vacas v a ofras especies
lecheras (Hillerton v Berry, 2005).

La mastitis conduce a una disminucion en la produccion del 4 al 30% de leche y
ademdas disminuye su calidad, incrementa los costos del cuidado de la salud del
hato v provoca un desecho prematuro de animales genéticamente mejorados
(Bedolla, et al., 2008). La presentacion mas importante de esta enfermedad es la
forma subclinica que no muestra evidencia de inflamacion pero revela cambios en
la composicion de la leche {como & conteo de células somaticas, que son parte de
la respuesta inflamatoria). La importancia de la mastitis, tanto por razones de
salud humana como de salud animal, v los costos gue este padecimiento
representa en la economia del sistema de produccion afectado, justifican la
frascendencia del estudio de los diferentes procedimientos para la pronta vy
acelerada identificacion de la glandula mamaria gue sufre de mastitis subclinica
(Blanco, 2001).

5. aureus es por mucho el patdgeno mas importante del género Staphyiococcous,
va que este puede ser aislado en el medio ambiente v en las fosas nasales en un
20 al 40 % de adulios humanos (portadores sanos). Sin embargo, no ha sido
posible estimar la cantidad de aislamientos ambientales de 5. aureus que actian
como patdgenos en los sistemas de produccion lechera, debido a que no existen
estudios de caracterizacion molecular de 5. aureus en México que inciuyan o
delimiten distintos sistemas de ordefio. Graber et al (2009) demuestran gue
existen diferentes sub-tipos 5. aureus, de los cuales algunos tienen una
prevalencia mayor en casos de mastiis clinica v estdn genotipicamente
relacionados.

5. aurels posee un alto grado de virulencia v es responsable de una amplia gama
de enfermedades. Produce lesiones superficiales de la piel y abscesos localizados
en otros sitios. Causa infecciones del sistema nenvioso cenfral e infecciones
profundas como osieomieliis v endocarditis. Es causanie de infecciones
respiratorias como neumonia, infecciones del tracto urinario y es la principal causa
de infecciones nosocomiales. Provoca inftoxicacion alimentaria al liberar sus
enterotoxinas en los alimentos y produce el sindrome del choque téxico al liberar
superantigenos al tomente sanguineo. Ademas, causa septicemia, impétigo v
fiebre (Bustos., 20086).

La proteina A de Staphylococcus auneus.

La proteing A (SpA) tiene un tamafic aproximado de 42-kDa vy esta
covalentemente anclada a la pared celular de 5. aureus a travées de su grupo
carboxilo terminal (Gomez et al 2006). La proteina A estd compuesta por cinco
dominios en tandem (E, D, A, B, C y X que s& muestran en la Figura 1). La regidn
¥, contiene un ndmero variable de Secuencias Cortas Repetidas (SSR) en
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tandem conformadas cada una por 24 a 26 pb v es utilizada para caracterizar
molecularmente los aislamientos de S. aureus (Shopsin et al 1999; Gomez af al
2006). Esta proteina es un factor de virulencia de S aursus ya que tiene la
propiedad de unirse a la Fraccion cristalizable (Fc) de las Inmuno Globulinas (lg),
principaiments a la Inmuno Globuling “G" {1gG). Ademas es un activador del
receptor al Factor de Necrosis Tumoral (THNF-a) lo cual promusve la inflamacion
(Gomez et al 2006). Este factor de virulencia esta presente en el 90 al 100% de
gislamientos de 3. aureus, provenientes de humanos, v en el 30% de los
aislamientos en bovinos (Goméz ef al, 2006). La interaccidn con 1gG en Fc
“‘oculta™ a 5. aureus de la fagocitosis, debido a que la bacteria unida a |G en una
forma inapropiada no es reconocida por el receptor a Fo de los macrdfagos,
ocasionando una baja en la opsonizacion de los linfocitos. Ademas, el complejo
SpA-lgG no puede estimular la fijacion del complemento por la via clasica (Gomez
et al, 2006).

En reportes actuales, Baum et al (2009) caracterizaron algunas cepas de 5
aureus, que presentan eliminaciones en el gen spa, 1o que generd que no fuera
posible su caracterizacion por spa-typing. Esto se debid a que el oligonucledtido
en 5 se encuentra en el dominio C, en & cual esias cepas presentan
eliminaciones. A pesar de esto, dos de las cepas en el estudio s& identificaron
como incapaces de producir SpA, ¥ no presentan cambios en su wvinulencia.
También reportan dos cepas gue secretan SpA al medio, sin cambios en su
virulencia.

El gen spa presenta dos regiones polimorficas. Una de ellas es la region de las
secuencias simples repefidas (SSR's) del dominio X cuya funcion ain no se ha
descrito del todo, v la ofra es la region de union a Ig3, gue comprende una serie
de regiones en tandem (regiones E, D, A, B y C) muy homdlogas (Moks ef af
1986), las cuales presentan indels y polimorfismos de nucledtido dnico (SNP°s).
Estas regiones también pueden ser ufilizadas para la discriminacion entre
gislamientos de 5. aureys.

Ademas de estas funciones, Martin ef al 2009 generaron construcciones a partir
de la region Xr (descrito en la Figura 1), utilizando cepas de tipo pandémico en
EUA (USA 300 y Newman) mas un par de aislamientos clinicos lograron
determinar la activacion de la sefializacion intracelular comespondients la via del
Interferdn (IFM).

spa-typing.

Esta técnica se basa en el andlisis del polimorfismo de |a region X del gen spa
{Harmsan ef al 2003). Esta region X consiste de un nimero variable de secusncias
cortas repetidas (SSR's) con un tamano de 24 pares de bases (24 ph) (Shopsin et
al 1999).

N Foro el Posgradio en Ciandas Biologizs y Azropacuarnias de |a Universidad Michoaczra
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X

Region polimarfica X.

Figura 1. Esquema del gen de la proteina A. La region *S° es la secuencia de
sefializacion en el extremo N-terminal. (Modificado de Shopsin ef a 1999)

Esta técnica se usa en el ambito nosocomial como un marcador molecular para la
identificacion Sfaphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM), ya gue
tedricamente es una técnica sencilla v, de acuerdo con lo descrito por Harmsen et
al (2003), la secuencia del gen spa se puede comelacionar con el analisis de
secuencias de foo miltiples (MLST) de aislamientos identificados como SARM y
rastrearlos, teniendo asi una perspectiva rapida sobre las clonas circulantes en
poblaciones con alto riesgo de infeccidn.

Para la clasificacion de las SSR's se usa una nomenclatura, en la que a cada
repetido individual se le asigna un nombre (Tabla 1) y al conjunto de repetidos se
le asigna un spa-iipe (Tabla 2). De esta forma se logra un conjunto de datos, que
S0 analizados utilizando el software Ridom StaphType
(hitpfenww. ridom.defspasenver’) v reporiados a la base de datos mundial que
actualmente cuenta con alrededor de 313 repetidos reportados y mas de 100,000
spa-tipas encontrados.

Tabla 1. Ejemplo de repetidos. Aqui se muestra la relacion entre algunos repetidos
v su nombre asignado. La secuencia del repetido (rX) se le asigna un nombre
representado al lado derecho, en la cual "X recibe un ndmero de forma aleatoria y
“r" para identificar la regidn de la que se habla (www.Ridomspaserver.com).

Nombre asignado al repetido Secuencia del repetido (rx)

01 GAGGAAGACAACAACAAGCCTAGC
2 AAAGAAGACAACAARAAACCTGEE
3 GAGGAAGACAATAACAAACCTGGT
o4 GAGGAAGACAATAACAAGCCTGGET
s AAAGAAGACAACAAMAAGCCTGGC
6 AAAGAAGACGGCAAAAAACCTGGC
7 GAGGAAGACAACAACAAACCTGGT

1l Foro el Posgrado en Ciendas Biologims y Azropecusrias ce |a Universidad Michoacsna
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Tabla 2. Relacion entre las secuencias de repetidos v el tipo (o type “T7) asignado.
En este gjemplo es notable la vanedad v cantidad de repetidos que s& pueden
encontrar en los S5R's. (Modificado de Harmsen et al, 2003).

Tipos de spa (spa-types, TX) Repatidos (rX)

01 r26r30r1 7341 7r20r 7r12r1 7r16

02 r26r23r1 7341 7r20r1 7r12r1 7ri6

03 26r17r20r1 7r12r17ri7r6

04 r09r02r16r13r13r17r34r1634

05 r26r23r13r23r3105r1 Fr25r1 Tr25r16r28
03] r26r23r1 32331051 7r17r25r16r28

] r1r19r12r21r1 7r34r24r34122125

09 rr 2r21r1 Fradr24r34r22r24r34r22r33r25
10 26r1 7341 fr20r1 7r12r17r16

23 r26r37r17r12r17r16

26 r08ri6r34

27 r26ri7r13

Por otro lado, se han reportado aislamientos que no han podido caracterizarse
mediante los spa-tipos. Baum et al (2009) lo atribuye a que en algunos aislados, el
gen spa presenta eliminacionss que impiden la amplificacion de los S3SR’s. Dehido
a esto es importante caracterizar la funcionalidad del gen spa v de la region que
codifica para la union a 1gG (El-Sayed of al, 2006).

Justificacion.

La proteina A de S. aureus es un factor de virulencia importante de esta bactera,
contribuyendo a la evasion de la respuesta inmune o estimulando la respuesta
inflamatoria. A cada una de las funciones anteriores se asocia una region
especifica de la proteina. Existen evidencias de que dichas regiones presentan
polimorfismos en sus secuencias. Ademas, la region Xr del gen spa se ha utilizado
como marcador para la caracterizacion de aislamientos de 5. aureus de origen
clinico debido a que presenta polimorfisms en 3SRs. Por lo anterior, es importante
caractenizar los polimorfismos presentes en cada una de las regiones funcionales
del gen spa en aislamientos clinicos de diferente origen v evaluar la asociacion de
estos polimorfismos con la especificidad de hospedero o de patogenia. Al
caracterizar el spa se puede vislumbrar en qué grado puede afectar Spa como
factor de vinulencia en las clonas circulantes ya que se aportan datos especificos
acerca de los complejos clonales circulantes en poblaciones bovinas v el riesgo de
salud que implican. Asi mismo, se revelaran datos para que en un futuro generar
anticuerpos especificos conira las clonas circulantes de S, aureus para dar pie a
un tratamiento de este patdgeno evitando el uso indiscriminado de antibidticos; yva
que cada vez es mas dificil combatido. Los anticuerpos se generaran contra los
spa-ipos prevalentes en la region. Las bacterinas tradicionales funcionan
temporalmente o localmente, dehido a que nos e consideran los genotipos
prevalentes de las bactenas que se quierse combatir.

En el laboratorio se analizaron 26 aislamientos de origen bovino de las localidades
de Cotzio v Téjaro. De estos s2 han identificado al menos 7 alelos diferentes del
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gen spa con base en el polimorfismo del tamafio de los productos de amplificacion
de la region Xr. Se esta caracterizando la secuencia de estos fragmentos.
Hipdtesis.

Los polimorfismos de nucléotido Onico (SNPs) presentes en [a region de union a
Fc de las IgG's, en la region de activacion de TNFR1, v los polimorfismos de
secuencias cortas repetidas (SSRs) en la region Xr del gen de la proteina A (spa)
de Staphylococcus aureus, se comelacionan con el tipo de hospedero v la
patologia.

Cbjetivo general.
« |dentificar los polimorfismos de nucledtido Unico (SMNPs) v de secuencias
cortas repetidas (SSRs) en el gen de la proteina A que se puedan asociar a
la especificidad de hospedero o de patologia.

Dbjeh'm's especificos.
Caracterizar los SNPs de las regiones de union a Fc y de acfivacion de
THFR1 en aislamientos de 5. aureus de orgen bovino y humano.
« Caracterizar los SSRs de [a region Xr de |a proteina A en aislamientos de S.
avreus de ongen boving y humano.
« Establecer comelaciones entre el polimorfismo de cada region y la patologia
0 [a especiiicidad de hospedenn.

Materiales y Métodos.

Aislamientos bacterianos.

Se usaron aislamientos de Sfaphylococcus aureus obtenidos de muesiras de
leche de vacas con mastitis bovina ubicadas en el municipio de Tarimbaro,
Michoacan. Se usaron tambign aislamientos donados de la Escuela Nacional de
Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico Macional, pertenecientes a una
coleccion a cargo del D. C. Ramon |. Areaga Garnbay (25 aislamientos
caracterizados como S. awrews y 43 por determinar su género). Todos los
aislamientos seran caracterizados mediante secuenciacion de la region varable 3
del ARN ribosomal 163 (Lee ef al_, 1996).

Extraccion de ADN gendmico.

Se realizd un profocolo modificado respecto al descrito por Enright et al (2000). En
éste se trabajo con un volumen menor (500 pl como maximo) v s uso Buffer TEN
aptiing (30mMM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 100mM NaCl pH 8) Proteinasa K (20 mg) v
SDS (1% '1,).

Amplificacion de la region X, del gen spa.

Se realizard de acuerdo con las condiciones descritas en la base de datos
RidomStphtype. Se frabajara con un volumen de 50 pl, conteniendo ADN
purificado, 200 pM de desoxirmbonucledtidos trifosfato (dNTP's), 10 pmol de cada
oligonucledtido (mostrados en la Tabla 1) 1.25 U de DreamTag™ Buffer
(Femmentas), y 1.25 U de DreamTagq™ DMNA polimerasa (Fermentas). Los ciclos
térmicos seran los siguientes 95°C durante 5 min seguidos de 35 ciclos de 94°C
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durante 45 s, 60°C durante 45 s y una extension de 72 °C durante 90 s v una
extension final de 72°C durante 10 min.

Amplificacion de la region de union a lgG.

Para la amplificacion de la region de union a IgG, se usaron las mismas
condiciones de PCR utilizadas para spa-typing, pero en este caso se usaron los
oligonucledtidos que se muestran en la Tabla 1 en las condiciones anteromente
reportadas (El-Sayed ef al, 2006).

Ademas, se busca establecer un marcador propio para la region de union a IgG,
por lo que se generd un alineamiento del spa de los genomas publicados de S.
aureus en NCBIL.

Secuenciacion.

La secuenciacion se llevd a cabo por el método de Sanger et al (1977) con los
analogos de didesoxinucledtidos del kit Big Dye Teminator Cycle Sequencing
Ready Reaction V 3.1 (Applied Biosystemns). La polimerizacion se realizo en las
condiciones siguientes: 1 ciclo por 5 min a 95°C; 25 ciclos de 0.5 min a 96°C, 0.5
min a 50°C v 4 min a 60%C; 1 ciclo sostenido de enfriamiento a 4°C. Los productos
de polimerizacion se resolvieron en un secuenciador automatico ABI Prism 310
Genetic Analyzer, con un tiempo de inyeccion de 30 segundos, v la electroforesis
a 15 kv, 50°C v 45 minutos de corrida; en un capilar de 47 cm de longitud.

Analisis de datos.

La diversidad genética de los aislamientos analizados mediante spa-typing v
analisis de la secuencias de |a region de union a Fc se establecera calculando el
indice de diversidad de Simpson (D). Para establecer la comelacién entre los
diferentes alelos y la asociacion a hospederos, patologias o faciores de riesgo se
hara mediante un andlisis de ¥* y un analisis de regresion logistica.

Idenfificacion de Dominios.

Los dominios se identificaron mediante alineamientos de [as respectivas
secuencias con el software MEGA 4 (Tamura et al., 2011). ¥ comparandolas con
las secuencias ya publicadas en el National Center of Biotechnology Information
{(NCBI).

RESULTADOS

spa-tipos encontrados de forma preliminar en |a region de Cotzio y Téjaro.

Las Tablas 3 y 5 muestran solo algunos de los spa-iipos caracterizados en
aislados de bovinos y que forman parte de una coleccion mas grande. En la tabla
3, se muestran los spa-tipos sobre una coleccion generada en el 2006. En ella se
muestran spa-tipos gue por su estructura faciimente identificable, pueden ser
reportados a la base de datos de Ridom StaphType y que se describen con mas
detalle a continuacion. En confraste en la Tabla 5 se muesfran spa-tipos
pertenecientes a una coleccion generada en el 2008, en estos se encuentran spa-
fipos que no han podido ser definidos yva que carecen de secuencias consenvadas
que flanguean la region de los SSRs y se denominan secuencias fimma o
simplemente “firmas". En la Tabla 5 también se osbervan algunos repetidos
NUEVDS.
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Tabla 3. spa-tipos encontrados en una coleccion generada de aislamientos de
bovinos.

T p= EEL] 211

De los spa-tipos referidos en [a Tabla 3 destaca el de la cepa MREI-3, que es un
t008. Este spa-ipo se encuentra reportado vy relacionado con cepas SARM-AH vy
SARM-AC en Ridom StaphType. Lo que podria sugerir que el genotipo 008 es
exitoso en t&rminos de su rango de hospedero (afecta humanos y bovinos) y de la
patologia a la que se asocia (infecciones nosocomiales, adquiridas en comunidad,
mastitis bovina). Por oiro lado, se detectaron distintos spaipos que se relacionan
con el genotipo denominado STY7 (Secuence Type 97), un genctipo descrito
mediante MLST que se encunetra comunmente asociado a aislados de 5. aureus
de origen bovino.

En la actualidad, el trabajo relacionado con la detemminacion de la resistencia a
antibidticos gue presenta un patogeno es de caracter obligatorio, asi como su
caracterizacion minuciosa, por lo que en colaboracion con companeros de frabajo
s2 (generaron anti-biogramas de acuerdo a criterios del Clinical Standards
Laboratory Institute (CLSI) v los aislamientos se caracterizaron, previamente, por
la técnica de MLST, y un analisis de polimorfismo en la longitud de los fragmentos
de restriccion (RFLP) del gen de coagulasa, en combinacion con los spa-tipos
como se muesiran en la Tabla 4, donde s2 definen claramente dos Complejos
Clonales (grupos de 5Ts que difieren en uno o dos alelos).

Tabla 4. MLST vy spa-tipos de aislamientos de mastitis bovina. 1.- Origen; 2.- 1.
Pen, Amp; 3. Pen, Amp, Tet. antibiograma (Resistencias 1.- PAM; 2- C; 3- P,
AM, Te.k 3.- Nivel de resistencia a penicilina (EM1. Sensible, EMZ2. Intermedia);
CC, complejo clonal v Coa (Coagulo-tipo).
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Nombre

ATCCITEA2
MEI-3
MRl-12
MRl-22
MEI-23
MERl-32
MEI-34
MEI-35
MEI-36
MNCTCEIZS

spa-typs

EO0E
tO0E
L
2L
L
11965
11565
11965
11565
11

Origen «

Bowina
Bowino
Bowino
Bowino
Bowino
Bowino
Bowino
Bowina
Bowino

Humana

Arti- Rsist.
Biograma s Mt
Rl RRA1
Rl RML
H1 RR41
Rl 21,0
H1 RR41
H3 RR41
R3 RML
Rl RRA1
R3 RML
H1 RR41

L

af
aF
af
af
aF
Er
aF

Coa

e~ = T T

Tabla 5 Relacion de spadtipos de la coleccidn generada en el 2008 vy
perienecientes a aislamientos de bovino. En esta coleccion s2 encuentran 5 spa-
ipos, pero en la mayoria de los aislamientos se encontraron problemas al
encontrar las firmas en ambos sentidos v en algunos casos se encuentran

repetidos nuevos de los cuales no s2 fiene reporte.

Ajslado spa-tipo Mota

MREI-147 505

MEI-148 AAB937 Sin firmaen 3
MRI-149 07-23-12-24-34-¥-24 Repetidos nuevos [X)
MRI-150 4570 Sin firma en 3°
MRI-151 07-23-12-34-34-x-34 Repetidos nuevos (X)
MRI-152 20-17 Sin fiimaen &
MREI-153 07-%-13-34-34-34-33-34 Repetidos nuevos (X)
MREI-154 X-20-17 Repetidos nuevos (X)
MRI-155 189 Sin firma en 3°
MRI-157 07-%-13-34-34-34-33- 4 Repetidos nuevos [X)
MREI-158 07-%-13-34-34-34-33-34 Repetidos nuevos (X)
MRI-159 XX-20-17 Repetidos nuevos (X)
MRI-160 X-X-X-X Repetidos nueves (X)
MRI-161 X-X-X-X Repetidos nueves (X)
MRI-163 605

MRI-164 267

MRI-170 1267

MRI-171 07-23-12-34-34-x-34 Repetidos nuevos (X)
MRI-172 07-%-13-34-34-34 334 Repetidos nuevos [X)
MRL173 1267

Analisis de secuencias de genomas reportados en NCBI.
Para la generacion de oligonucledtidos se realizd una hisqueda en NCBI de las
SpA de los genomas reportados de 5. awreus con el fin de observar las regiones
gue presentaran polimorfismos. En la Figura 4 se muestra una representacion de
las eliminaciones v SNP's detectados en los alineamientos generados a partir de
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las secuencias de amino acidos de SpA. En cuanto a los dominios de union a IgG
se encontrd que en el dominio D se pusden encontrar un mayor ndmero de
polimorfismos asociados a eliminaciones. En el dominio A, s& encuentran la mayaor
canfidad de SNP's que generan mutaciones. En la region X, el dominio Xr donde
se encuentran las secuencias de repetidos, se observan la mayor cantidad de
SNP's gue representan mutaciones en el gen spa. Las regiones gue se
encuentran mas conservadas en los alineamientos son la region E v la region Xc,
una posible explicacion sobre la conservacion de estos dominios es la posicion en
que se encuentran; el domino E se encuentra en el extremo N-terminal donde se
encuentra el péptido sefial para gue |a proteina sea trasladada a la membrana; y
&l domino Xc se ancla covalentemente a la membrana extema de 5. aureus donde
Sp& cumple su funcidn por lo que su alto grado de conservacion es necesario para
que la proteina sea funcional.

MO e

Spaf
Figura 4. Ftepr?esmta on del gen de Spﬂu En la imagen se indican SNP's y
eliminaciones representadas por la siguiente nomenclatura. <7 Eliminaciones .
en lineas SNP's (mutaciones no silenciosas). Los uligmucleﬁtidﬂs disefiados para
el estudio de este gen se encueniran indicados dehajo.

Disefio de Oligonucledtidos o Primers

Con el fin de hacer un andlisis sobre los polimorfismos encontrados en los
distintos dominios del gen spa vy el tipo de informacion que generaran, se procedio
a utilizar e disefio de CODEHOPE, esto gracias al uso del software disponible en
linea “primersdclades™ (httpdfloresta.eead.csices/primersdclades/index. htmi)
disefiado por Vinuesa et al el cual pemmite generar un mapeo de los amplicones
generados por los primers (Figura 5); estos sugeridos por el software vy de acuerdo
con un modelo evolutive utilizando filogenia de maxima verosimilitud. Como
resultado se obtuvieron regiones delimitadas del gen, las cuales al ser analizadas
generaran informacion sobre la evolucion propia del factor de vinulencia, esto
aunado al hecho de determinar la afeccion o procedencia de las cepas analizadas
podria ufilizarse ademas como un indicador de patogenia.

Figura 5. Mapa de primers obtenidos por el software primersdclades. Este mapa
fue disefiado a partir de un alineamiento generado a partir de la secuencia de
aminoacidos de la Proteina A y obtenidos de la base de datos de NCBI,
perenecientes a aguellas cepas de las cuales se tiene la secuencia de
aminoacidos y de spa. En la parte superior se muesira el posicionamiento de los
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residuos de aminoacidos v en la parte inferior 1a localizacion de los primers, y un
tamanio representativo del amplicon.

A pesar de que el programa primersdclades utiliza algontmos que prueban
termodinamicamente los primers que sugiere, se procedid a utilizar el software
DiA&star para disef@ar nuevos juegos de primers que amplifiquen la misma region
que la sugerida por primersdclades, debido al uso de codones y ademas por
mejorar [a calidad ded amplicén, dando como resultado los primers mostrados en la
Tahla 5.

Tabla 5. Primers disefiados para este estudio. En la tabla se muesira a la
izguierda un codigo de identificacidn individual, en la parte central, las columnas
muestran, primero el primer F (Delantero) v R (Reverso) seguidos en la parie
derecha del tamafnio del amplicon en ph (pares de bases).

F R Tamano
del
ampiicin

Spa-l BCGCTGCACCTAAGGLTAATGA TGTCAT TTACTGTATCACCS 203
Spa-2 GLAGCAATTTTGTCAGCAGTA ACTTTITAGCTTCTGACAATAGGT 845 pb
Spa-3 AGCCGTTACGTTGTICTTCAG ATCAGCGTTTAAGTTAGGCATATT 725 pb
Discusion.

El trabajo presentado sugiere que en los aislados de 5. aureus provenientes de
casos de mastitis bovina, se identifican spa-tipos representantes de dos grandes
complejos clonales (ydeterminadas mediante MLST, que han sido reportadaos por
otros grupos como CC8 y CCS7. El primero de ellos se asocia generalmente a
infecciones en humanaos v el segundo a infecciones en bovinos.

Ademnas, los distintos spa-ipos encontrados pueden sugerir variacionss en |3
patogenicidad v virulencia de 5. aureus, ya gue SpA puede jugar un papel crucial
en la patogenesis por 5. aurews. Por lo gue al determinar la homologia de los
dominios a unidn a IgG de las cepas silvestres con aguellas gue han funcionado
como modelo de ensayos de infeccidn, se espera generar una metodologia para
detectar a las cepas que posesn un mayor grado de patogenicidad v virulencia,
determinando las cepas que representan mayor fiesgo a la salud pdblica.

Al analizar los diversos dominios de spa se podran localizar aquellas diferencias
de SNP's que genersn mutaciones no silenciosas v que pusdan afectar la
funcionalidad de SpA va que se ha logrado demostrar que cierias mutaciones
sobre SpA alteran su funcion de manera.

LUn punto importante en este estudio es la posibilidad de generar informacion que
lleve a la generacion de proteinas quiméricas que sean viables para su utilizacion
en ensayos gue permitan generar observaciones sobre la dinamica molecular
ocasionada por SpA en la fisiologia de las células de mamiferos. Esto es debido a
que la informacion que se obtendra de este trabajo generara una base de datos
epidemiologica-molecular que serd importante para puntualizar los fipos de
consfrucciones que se deban generar para &l estudio de [a patogenia mediada por
SpA en 5. aurels.
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El hecho de que en las secuencias de la region Xr del gen spa de aislados de
bovinos s2 hayan encontrado repetidos como los reportados en la base de datos
de Ridom SpaType perno que las secuencias-firma gue flanguean los 55Es fueran
divergentes, sugieren un origen polifilético de los aislados asociados a bovinos y
humanos. La definicion de nuevas secuencias-firma para bovinos permitira
integrar la caracterizacion de los aislados de origen boving al sistema global de
clasificacion de Ridom SpaType
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