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1. Resumen de las ideas clave

La epidemiología molecular de microorganismos permite integrar el estudio de la distribución ambiental de potenciales patógenos, con el análisis de los brotes o casos esporádicos causados por éstos. Los datos puramente epidemiológicos asociados a estos casos (instalaciones de riesgo que puedan haber sido focos de infección, personas con las que ha estado en contacto el individuo infectado, etc.) pueden complementarse con los datos moleculares, que permiten una rápida identificación del reservorio o medio de transmisión del patógeno. Entre los sistemas de genotipado establecidos para distintos patógenos encontramos el MLST (Multi-locus Sequence Typing), el MLVA (Multi-locus VNTR Analysis), o el  PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis). El  MLVA es utilizado como sistema de tipado estándar en varios patógenos, como Escherichia coli o Mycobacterium tuberculosis. La facilidad de llevar a cabo la técnica a nivel de laboratorio, basada en amplificación mediante reacción en cadena de la polimerasa, PCR, de regiones minisatélites (VNTR, Variable Number of Tandem Repeats), permite una obtención de resultados rápida que no requiere secuenciación. Su sencillez y bajo costo convierten a esta técnica en una de las más utilizadas en epidemiologia molecular, habiéndose empleado con éxito en diversas especies. A continuación se describen los fundamentos del método y sus aplicaciones prácticas. La explicación planteada facilitará el aprendizaje de esta metodología de tipado al alumno de Ciencias de la vida (Agronomía, Forestales, Medio ambiente, Biología, Biotecnología..), tanto a nivel teórico como práctico.

2. Objetivos

Una vez que el alumno haya estudiado con detenimiento este documento y los recursos de apoyo asociados, será capaz de:
1. Describir y explicar los fundamentos básicos de una técnica de tipado de microorganismos, MLVA, ampliamente utilizada por laboratorios de referencia de todo el mundo.
2. Dar ejemplos de aplicabilidad de los marcadores moleculares al seguimiento y la vigilancia de potenciales patógenos de interés en salud pública.

3. Diseñar y desarrollar-aplicar un experimento de este tipo.

4. Analizar e interpretar los resultados obtenidos.

3. Introducción

La epidemiología molecular de microorganismos se centra en la detección, caracterización y seguimiento, mediante la aplicación de métodos moleculares, de microorganismos capaces de producir enfermedades infecciosas en distintas especies, como el ser humano. A lo largo del tiempo, se han desarrollado numerosas técnicas moleculares que han tratado de conseguir un método preciso y sensible, que permita detectar y caracterizar la cepa del microorganismo en cuestión. Esto resulta de gran utilidad, tanto en los análisis ambientales rutinarios, como en el caso de brotes epidémicos. En estos casos la identificación del reservorio del organismo patógeno es uno de los principales objetivos.

Los minisatélites o VNTRs son regiones del genoma en las que secuencias de 10-100 pb se repiten en tándem un número de veces variable entre individuos (Jeffreys et al., 1985). En sus inicios se estudiaban mediante restricción e hibridación con sondas multi-loci, aunque también es posible analizar loci concretos mediante PCR, lo que incluye el diseño de cebadores específicos para las regiones flanqueantes a la zona repetitiva y su amplificación, seguida de la separación de los fragmentos amplificados por su tamaño mediante electroforesis. En la actualidad, la secuenciación de genomas completos y su disponibilidad en las bases de datos nos permiten conocer la longitud de las unidades repetitivas. Por tanto, en función del tamaño del fragmento amplificado, podemos determinar el número de repeticiones característico de un VNTR en una determinada cepa micobiana.

Los MLVAs se desarrollaron por primera vez en bacterias patógenas, como sistema de tipado en Haemophilus influenzae (Van Belkum et al., 1997), Mycobacterium tuberculosis (Supply et al., 2000), Bacillus anthracis (Keim et al., 2000) y Yersinia pestis(Le Flèche et al., 2001). En la red existen diferentes bases de datos para verificar y comparar perfiles de MLVA para una amplia variedad de bacterias (Guigon et al., 2008). El esquema de MLVAs más completo para Escherichia coli ha sido publicado recientemente (Lobersli et al., 2012) y consiste en 9 regiones VNTR en combinación con 1 CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat) (Jansen et al., 2002; Horvath and Barrangou 2010).
El presente artículo docente se centra en el uso de la técnica MLVA, que combina el estudio de distintas regiones minisatélite o VNTR, describiéndola a partir de un ejemplo en el que se utiliza esta técnica para obtener un patrón característico, capaz de discriminar entre dos cepas dentro de la especie Escherichia coli.

4. Desarrollo

El análisis mediante MLVAs consiste en el estudio del número de repeticiones de distintos loci VNTR de un mismo organismo, de forma que podemos crear un perfil característico del mismo. Esta información puede utilizarse para, por una parte, identificar distintas cepas dentro de especie, así como para comparar y agrupar distintas cepas para análisis posteriores. El patrón genético obtenido puede ser fácilmente compartido con la comunidad científica mediante bases de datos existentes en internet.
El desarrollo de la técnica MLVA se basa en técnicas de biología molecular tradicionales, como son la amplificación de fragmentos de ADN mediante reacción en cadena de la polimerasa o PCR y obtención de resultados mediante electroforesis. Sin embargo, para ello, debemos obtener en primer lugar el material genético de las muestras en cuestión mediante un procedimiento de extracción. Por otra parte, es imprescindible conocer, a partir de bases de datos disponibles online, cuál es la longitud de la unidad repetitiva para cada uno de los locus VNTR a analizar.

A continuación se describen los fundamentos básicos de cada paso, planteándose una cuestión relevante al final de cada uno para validar lo aprendido. Al final se presenta un esquema resumen que permite confirmar el aprendizaje de la globalidad del proceso. El contenido se ha estructurado utilizando un caso práctico de detección de dos loci variables en la especie E. coli, que permiten diferenciar dos cepas de la misma. 

	PASO 1. Aislamiento del ADN del microorganismo 


El primer paso para iniciar el proceso de tipado consiste en la obtención del ADN genómico del organismo a analizar. Cada vez más se intenta desarrollar metodologías de extracción que no dependan del cultivo del microorganismo, ya que existe una gran proporción de ellos que no son cultivables o que pueden permanecer vivos e incluso causar infección en ambos estados. Para estos casos, de microorganismos difíciles de cultivar, existen kits comerciales que, partiendo de una muestra recogida directamente del ambiente (agua, alimentos, etc.) o clínica (esputo, rascado, aspirado, etc.), permiten obtener un ADN de buena calidad.

Sin embargo, el trabajar con un microorganismo que ha sido aislado mediante cultivo suele simplificar el proceso de extracción. Normalmente el método de extracción varía en función de lo resistente que sea la membrana y/o pared del organismo a las distintas metodologías, enzimáticas o mecánicas, utilizadas para romperla. Si la bacteria es Gram negativa, como Escherichia coli o Legionella pneumophila, como la membrana celular es fina, la aplicación de un choque térmico es suficiente para romperla. En el caso de bacterias Gram positivas o con algún tipo de pared especial como Mycobacterium tuberculosis, el choque térmico puede combinarse con una incubación con lisozima y/o proteinasa K, que ayuden a romper la pared. Existen además matrices comerciales que ayudan de forma química y mecánica, como el Chelex, que funciona también como quelante de iones que puedan contribuir a la degradación del ADN. A continuación, a modo de ejemplo, se describe el procedimiento básico de extracción de ADN mediante choque térmico, aplicable de forma directa a las bacterias Gram negativas, como Escherichia coli y otros microorganismos de pared fina:
-Pipetear 0.5 mL del cultivo líquido en un microtubo estéril y centrifugar durante 5 minutos a velocidad máxima. El pellet contiene las bacterias precipitadas. 

-Eliminar el sobrenadante, añadir 200 µL de agua ultrapura y homogeneizar con la pipeta, con cuidado para resuspender las bacterias.

-Extraer el ADN mediante choque térmico, sometiendo las células a dos ciclos de 99 ºC-5 minutos – 4 ºC (hielo)-5 minutos. Mantener en hielo.

-Centrifugar durante 3 minutos a máxima velocidad, los restos celulares quedarán en el pellet y el ADN en el sobrenadante, que será el que utilicemos para la reacción de amplificación.

-Mantener el ADN en frío o, si no se va a utilizar en el momento, almacenarlo en microtubos a -20 ºC.

Un correcto proceso de extracción es determinante para obtener un ADN de calidad, ya que un procedimiento demasiado agresivo provocará que este quede fragmentado, dificultando la posterior amplificación. 

¿Por qué se dedican tantos esfuerzos a poner a punto protocolos de extracción de ADN genómico de microorganismos que no requieran el cultivo previo de los mismos? 
¿Indica los principales factores que condicionan la metodología de extracción del ADN de microorganismos?
	PASO 2. Cuantificación de la cantidad y análisis de la calidad el ADN


E
Una vez extraído el ADN, para evaluar su cantidad y calidad podemos aplicar distintos métodos. Por una parte, podemos medir la absorbancia de la muestra a 260 nm, longitud de onda a la que absorben los ácidos nucleicos (ARN y ADN). Por otro lado, podemos medir la fluorescencia que emiten las hebras de ADN de doble cadena utilizando un fluorocromo como el PicoGreen® (Invitrogen).

En el primer caso, muchos laboratorios de biología molecular optan por utilizar el sistema NanodropTM (Thermo Scientific), que además de medir la absorbancia de los ácidos nucleicos a 260 nm mide la de potenciales contaminantes, como son las proteínas (280 nm) o los fenoles (230 nm). Un μL de la muestra es suficiente para hacer la medición, que se recomienda realizar por triplicado. Mediante los ratios A260/A280 y A260/A230 podemos determinar el nivel de pureza del ADN:

-Un ratio A260/A280 de aproximadamente 1.8 es aceptado como adecuado para ADN. 
-Un ratio A260/A230 de aproximadamente 2.0-2.2 es aceptado para considerar el ADN libre de contaminantes. Valores inferiores suponen contaminación por fenoles, carbohidratos, u otras sustancias.

El PicoGreen®, por otra parte, únicamente se une al ADN en regiones de doble cadena, por lo que al mezclarlo con 1 μL de la muestra, la señal obtenida será correspondiente al ADN supuestamente de calidad presente en la muestra, que puede estar o no fragmentado. 

La mejor forma de determinar si el ADN está o no degradado es sometiéndolo a electroforesis a velocidad lenta-media. Una banda bien definida muestra un ADN genómico menos degradado. En la figura 1 se muestra un ejemplo de degradación del ADN genómico.

[image: image1.png]
Fig. 1. Electroforesis en gel de agarosa de distintas muestras de ADN genómico. Los tres primeros pocillos corresponden a muestras con elevada degradación. 

Actualmente, existen otras técnicas digitales, como la implementada en el equipo Bioanalyzer (Agilent Technologies), donde la electroforesis se realiza de forma capilar y un ADN degradado se puede detectar como una sucesión de picos correspondientes a fragmentos de distintos tamaños (Figura 2).
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Fig. 2. Ejemplo de ADN degradado detectado mediante Bioanalyzer. Los picos corresponden a segmentos de distinto tamaño.

¿Utilizarías en un proceso de tipado un ADN que tuviera una relación A260/A280 de 1.5? ¿Por qué? 
¿Y uno que tuviera una relación A260/A230 de 1.8? ¿Por qué?
	PASO 3.  Amplificación del minisatélite de interés mediante PCR


En función del valor obtenido en la cuantificación, se ajusta la cantidad de muestra a incorporar en la reacción de amplificación, pues, mientras que una concentración demasiado baja puede resultar en un fallo de amplificación, un exceso de ADN puede provocar la inhibición de la misma.

Para llevar a cabo la reacción de PCR son necesarios una serie de reactivos, como son los dNTPs (deoxinucleótidos difosfato), los cebadores directo y reverso, que acoten la región a amplificar, la enzima polimerasa con su correspondiente tampón (EDTA, Tris HCl, etc.) y magnesio (Mg+2). La concentración final de estos reactivos pueden modificarse para optimizar resultados. Cuando se aplica un sistema de tipado mediante MLVAs, el esquema está previamente definido en las referencias, por tanto es necesario acudir a ellas para conocer las secuencias de los cebadores a utilizar. Recordamos que estas secuencias se unen en las zonas flanqueantes a las regiones repetidas, que son las conservadas entre las cepas de una especie, o incluso entre distintas especies, y permiten amplificar regiones de distinto tamaño en función del número de repeticiones.

Como ejemplo práctico, proponemos el estudio de 3 regiones VNTR, de los 10 loci establecidos para Escherichia coli, utilizando las condiciones de amplificación y cebadores descritos en Lobersli et al., 2007 (Tabla 1). Estas 3 regiones se analizaran empleando dos cepas de esta bacteria. Los artículos originales utilizan cebadores marcados fluorescentemente para poder realizar una detección multiplex de varios marcadores simultáneamente y asignar los tamaños de banda de forma automática mediante electroforesis capilar. 

En la reacción de PCR es imprescindible analizar al menos dos controles junto con las muestras, un positivo, que debe contener una muestra previamente testada y que se sabe que funciona, y un blanco, donde la muestra se sustituye por el mismo volumen en agua. El primero funciona como control de que la mezcla de PCR se ha hecho correctamente y siempre tiene que dar señal. Por otra parte, como el negativo no contiene ADN nunca debe dar señal, en caso contrario supondría contaminación durante el proceso, que debería repetirse. 

Tabla 1.Cebadores utilizados para amplificar los 3 loci.
	VNTR
	Cebador
	Secuencia (5’-3’)
	Tm (ºC)

	CVN003
	CVN003-F
	AAAAATCCGGATGAGWTGGTC
	50.5

	
	CVN003-R
	TTGCGTTGTCAGTAATTTGTTCAG
	52.3

	CVN004
	CVN004-F
	MGCTGCGGCRCTGAAGAAGA
	53.8 –57.9 

	
	CVN004-R
	CCCGGCAGGCGAAGCATTGT
	57.9

	CVN014
	CVN014-F
	TCCCCGCAATCAGCAAMACAAAGA
	55.7 –57.4

	
	CVN014-R
	GCAGCRGGGACAACGGAAGC
	57.9 –60


Ejercicio: Calcular la mezcla de reactivos, en primer lugar para una reacción y en segundo lugar, para las dos cepas de E. coli en estudio y los dos controles de PCR. Considerar un volumen final de reacción de 25 µL, utilizando 2 µL del ADN extraído y las siguientes concentraciones finales de reactivos: tampón 1x con MgCl2 al 1.5 mM, dNTPs 200 µM, 0.2 µM de cada primer y 1 U de Taq polimerasa. En la Tabla 2 calcular el volumen necesario de cada reactivo para crear el mix con las concentraciones finales indicadas. En la tabla se muestran, además, las concentraciones de los stocks para poder hacer el cálculo, que sigue la siguiente fórmula:

Vi · Ci = Vf· Cf

Vi/f = Volumen inicial/final.

Ci/f=Concentración inicial/final.
Tabla 2. Mezcla de reactivos para la reacción de amplificación.

	REACTIVOS
	x1 (µL)
	x4 (µL)

	Tampón 10x (con MgCl21.5 mM)
	
	

	dNTPs10 mM
	
	

	Cebador F 10 µM
	
	

	Cebador R 10 µM
	
	

	Polimerasa 1 U/µL
	
	

	H2O
	
	

	ADN (extracción)
	
	

	Volumen final
	25 µL
	


Además de la correcta elaboración de la mezcla de reactivos para la amplificación, otro aspecto muy importante para que esta ocurra es el perfil térmico, que incluye 3 pasos, desnaturalización, unión de cebadores y extensión. Estos tres pasos se repiten un número de ciclos variable alrededor de 30-35 ciclos, precedidos por una desnaturalización inicial de 2-5 minutos y seguidos de una extensión final de 7-8 minutos. En el caso práctico planteado recomendamos el siguiente perfil térmico:

Desnaturalización inicial:

94 ºC

5 min
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Desnaturalización:


94 ºC

30 seg

Unión de cebadores


52 ºC

30 seg    30 ciclos

Extensión:



72 ºC

50 seg

Extensión final:


72 ºC

7 min

Una vez acabada la reacción de amplificación, las muestras se cargan en un gel de agarosa y los fragmentos amplificados se separan mediante un proceso de electroforesis. Existen múltiples formas de preparar las muestras para visualizar los productos de PCR, tradicionalmente basados en el uso de bromuro de etidio, pero que se está sustituyendo cada vez más por otros fluorocromos menos peligrosos para el manipulador, como GelRedTM (Biotium Inc.) o RedSafeTM (Lucerna-Chem AG).

¿Qué tipo de información sobre la secuencia flanqueante de la región minisatélite necesitarías para el diseño de los primers MLVA? ¿Cómo podrías obtener esta información?
	PASO 4.   Interpretación de resultados 


La asignación del número de repeticiones para cada marcador en cada una de las cepas estudiadas requiere el conocimiento del tamaño de los fragmentos amplificados, que se conoce tras la separación de los mismos por electroforesis. Para poder realizar un ejercicio con los resultados del ejemplo propuesto se indica en la tabla 3 la longitud de la unidad de repetición para cada uno de los 3 loci analizados en las dos cepas de E. coli.
Tabla 3. Longitud de la unidad de repetición para cada marcador VNTR en las cepas A y B. 

	Marcador
	Longitud (pb)
	Marcador
	Longitud (pb)
	Marcador
	Longitud (pb)

	CVN003
	15
	CVN004
	15
	CVN014
	6
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Ejercicio: Conociendo la longitud de la unidad repetitiva para cada locus y el tamaño de los productos de PCR (Figura 3), calcula el número de repeticiones para cada VNTR en la Tabla 4. Este número corresponderá con el número de alelo de cada uno de los loci analizados.
Fig. 3. Resultado de la amplificación por PCR de los tres loci VNTR analizados. En la parte inferior se muestra el tamaño de banda asignado, que sería más preciso en el caso de utilizar electroforesis capilar.

Tabla 4. Asignación del número de alelo a cada locus VNTR según los resultados anteriores.
	Cepa
	VNTR
	Longitud de la unidad de repetición (pb)
	Tamaño del producto de PCR (pb)
	Número de repeticiones (num. alelo)

	A
	CVN003
	15
	510
	

	A
	CVN004
	15
	465
	

	A
	CVN014
	6
	120
	

	B
	CVN003
	15
	495
	

	B
	CVN004
	15
	465
	

	B
	CVN014
	6
	198
	


A partir de los resultados obtenidos, el alumno debe ser capaz de reproducir un esquema de tipado mediante MLVA para cualquier microorganismo en el que se haya establecido este esquema. Recordamos que este sistema no requiere la secuenciación de los productos de PCR, como ocurre con el MLST (Multi-locus Sequence Typing), por tanto puede ser más barato y rápido pero no proporciona la discriminación que se puede obtener mediante secuenciación.

¿Cuáles de los marcadores analizados son polimórficos para las dos cepas de E. coli? 
En comparación con los MLSTs (basados en secuencia, no en número de repeticiones), ¿Qué ventajas e inconvenientes encuentras en los MLVAs?

	PASO 5. REPASA LA ESTRATEGIA DE MLVA CON EL ESQUEMA SIGUENTE
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	Cepa
	Perfil genético
	Tipo

	A
	2,8,3
	MT0003

	B
	4,6,5
	MT0015

	C
	1,3,9
	MT0024

	…
	…
	…

	VNTR
	A
	B
	C
	D
	E
	F
	G
	H

	1
	2
	4
	1
	2
	1
	1
	4
	2

	2
	8
	6
	3
	7
	3
	6
	4
	7

	3
	3
	5
	9
	8,5
	9
	9
	5
	7
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En este esquema se puede repasar los diferentes pasos de la estrategia MVLA que se han visto en este objeto de aprendizaje.
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Separación mediante electroforesis y determinación del número de repeticiones
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Unidad = 45 pb








VNTR 2


Unidad = 24 pb








VNTR 3


Unidad = 48 pb
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Amplificar los fragmentos utilizando cebadores específicos de las regiones flanqueantes





Elegir los loci minisatelite





Extraer DNA del patógeno
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