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1. RESUMEN






RESUMEN

En nuestro estudio hemos realizado la identificacién fenotipica, genética y
proteémica de un total de 70 cepas de origen porcino aisladas a partir de lesiones de
caracter supurativo, a las que se les habia realizado una caracterizacion previa en
base a sus caracteristicas morfolégicas, hemoliticas y serolégicas como la reacciéon de
aglutinacion con el antisuero frente al grupo G de Lancefield.

La caracterizacion fenotipica se llevé a cabo mediante el sistema comercial API
Coryne 2.0 (software de lectura Apiweb V 3.0) que identifico 67 cepas como Trueperella
pyogenes con perfiles bioquimicos variables, dos cepas como Arcanobacterium
haemolyticum y una cepa como Microbacterium spp.

Para la identificacion genética se emplearon técnicas de PCR convencional: la
amplificacién del gen plo sirvi6 para la caracterizacion de los aislamientos de T.
pyogenes, mientras que la amplificacion del gen aln se utilizé en el caso de A.
haemolyticum. Las 67 cepas identificadas mediante API Coryne como T. pyogenes
fueron plo+, mientras que en el resto no pudo determinarse la presencia del gen. El
gen aln, no fue amplificado en ninguna de los aislamientos estudiados, estando este
resultado en discordancia con el obtenido mediante el sistema API Coryne.

Por ultimo, el estudio proteémico se realizé con el sistema MALDI-TOF MS
(Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry) que se
reveld6 como una técnica valida para la identificacion rutinaria de las cepas de
T. pyogenes a un nivel similar a las técnicas de PCR.

SUMMARY

In our study we have performed the phenotypic, genetic and proteomic
identification of a total of 70 bacterial porcine strains isolated from suppurative
lesions, which were previously characterized based on their morphological, hemolytic
and serologic characteristics as the agglutination reaction with the antiserum against
Lancefield G group.

The phenotypic characterization was carried out by using the commercial
system API Coryne 2.0 (apiweb reading software V 3.0), identifying 67 strains as
Trueperella pyogenes with variable biochemical profiles, two strains as
Arcanobacterium haemolyticum and one strain as Microbacterium spp.

For the genetic identification, conventional PCR techniques were used: the plo
gene amplification was used for the characterization of T. pyogenes isolates, while the
aln gene amplification was used in the case of A. haemolyticum. The 67 strains
identified by API Coryne as T. pyogenes were plo+, while the presence of this gene was
not found in the rest of the strains. The Aln gene was not amplified in any of the
studied isolates, being this result in disagreement with that obtained with the API
Coryne system.

Finally, the proteomic study was performed by using MALDI-TOF MS (Matrix-
assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry), which was
demonstrated as a valid method for the routine identification of T. pyogenes strains,
with similar results to those obtained by means of PCR techniques.

Keyword: Truepella pyogenes, molecular identification, MALDI-TOF MS.
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2. INTRODUCCION






INTRODUCCION

En Andalucia, se estima que existen mas de 12.000 explotaciones
porcinas con 2,14 millones de animales, lo que supone el 4,6 por ciento de la
Produccion Agraria, generando mas de 20.000 empleos tanto directos como
indirectos en nuestra comunidad. Esta situacién obliga a prestar una especial
atencion a las pérdidas econémicas que se producen como consecuencia de
las tasas de enfermedad, gastos en tratamientos e incremento de trabajo en
las explotaciones afectadas por cualquiera de las enfermedades propias de la

especie porcina (Olvera, 2008).

Una de las principales causas de estas pérdidas son los decomisos que
se producen en mataderos como consecuencia de alteraciones morfologicas
tanto de origen infeccioso como parasitario, siendo claro ejemplo las
piobacilosis producidas por Trueperella pyogenes. Este microorganismo
provoca a menudo enfermedades cronicas, desarrollando lesiones de caracter
supurativo que pueden producir el decomiso total o parcial de la canal,
principalmente por la presencia de abscesos en diferentes localizaciones
organicas (Martinez et al., 2007). Las pérdidas econémicas que provoca T.
pyogenes en las explotaciones porcinas como consecuencia de ciertas
patologias donde este microorganismo esta implicado, tanto como agente
primario (artritis, abscesos, mamitis), como ejerciendo una accién secundaria
(neumonias), pueden resultar considerables, sin olvidar las mermas por
decomisos en mataderos, asi como su posible relevancia sanitaria emergente
como zoonosis. A estos hechos debemos sumarle la incertidumbre que desde
un punto de vista microbiologico tiene esta especie en su nuevo enclave
taxonoémico o la dificultad de diferenciaciéon con otras especies de su mismo
género. Todos estos aspectos hacen que el estudio de las infecciones por
T. pyogenes, en cualquiera de sus vertientes hayan adquirido un interés

creciente en los ultimos anos.

Segin la décima edicion del Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology el género Arcanobacterium se encuadra dentro de la familia
Actinomycetaceae que incluye cuatro especies: A. haemolyticum, A. bernardiae,
A. phocae y A. pyogenes. Recientemente se han descrito cinco especies mas: A.

pluranimalium (Lawson et al., 2001), A. hippocoleae (Hoyles et al., 2002), A.
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bonasi (Lehnen et al.,, 2006), A. bialowiezense (Lehnen et al., 2006) y A.

abortisuis (Azuma et al., 2009).

Sin embargo en base a estudios comparados de quimiotaxonomia y
filogenéticos Yassin et al. propusieron en 2011 que A. abortisuis junto con
A. bernardiae, A. bonasi, A. bialowiezense y A. pyogenes debian ser
reclasificados en un nuevo género llamado Trueperella. El género
Arcanobacterium quedo6 restringido a A. haemolyticum, A. phocae, A.
pluranimalium y A. hippocoleae. Ademas, en el afio 2012, Hijazin et al.
describieron por primera vez Arcanobacterium canis aislado de una otitis

canina.

Si bien la mayoria de estas especies causan infecciones supurativas en
humanos, T. pyogenes tiene ademas especial interés en medicina veterinaria
por ser el agente causal de las piobacilosis en diferentes especies de animales

domeésticos (Hermoso de Mendoza and Piriz, 2002).

Trueperella pyogenes es una bacteria Gram positiva pleomorfica,
inmévil, no formadora de esporos y catalasa negativa. Para su
primoaislamiento requiere medios enriquecidos con sangre de ovino o bovino
donde todas las cepas muestran una B-hemolisis cuando se incuban en

condiciones de microaerofilia (Ramos et al., 1997).

Este microorganismo se encuentra ampliamente difundido en la
naturaleza considerandose un colonizador habitual de las membranas
mucosas tanto respiratorias como genitales, fundamentalmente de rumiantes
y cerdos (Narayanan et al., 1998; Nattermann and Horsch, 1977; Queen et al.,
1994; Silva et al., 2008). Tras una solucién de continuidad o bien por la accién
concomitante con otras infecciones bacterianas, 7T. pyogenes puede
comportarse como un microorganismo oportunista y producir procesos
supurativos. Los signos clinicos y lesiones que desarrolla son variables,
describiéndose un amplio rango de patologias entre las que destacan la
formacion de abscesos en diferentes localizaciones, los cuadros respiratorios y
las artritis (Jost and Billington, 2005). Por lo general, en la mayoria de las
ocasiones la unica lesién que desarrolla la bacteria es la formacién de
abscesos poco evidentes (sobre todo subcutaneos e intramusculares) que son
descubiertos durante la inspeccion postmorten en matadero. Ademas es

capaz de causar infeccion en humanos (Plamondon et al., 2007).
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Hasta la fecha se han identificado un gran numero de proteinas
extracelulares asociadas con la virulencia de T. pyogenes entre las que destaca
una exotoxina con actividad hemolitica denominada piolisina (plo), capaz de
lisar las células rojas de la sangre de diferentes especies de mamiferos y
responsable de su caracteristica f-hemoélisis (Billington et al., 1997; Jost et al.,
1999). Otras proteinas de importancia en el desarrollo de la accion patoégena
de T. pyogenes son: la proteina de union a colageno (CbpA) (Esmay et al,
2003;. Pietrocola et al, 2007), dos neuraminidasas (NanH y NanP) y varias
fimbrias que juegan un importante papel en la adhesion a las células
epiteliales del hospedador (Hijazin et al., 2011; Jost and Billington, 2005; Jost
etal., 2001, 2002; Silva et al., 2008).

Para su identificacion inicialmente se llevan a cabo pruebas rapidas y
sencillas como la tincion de Gram y la catalasa, para después continuar con
pruebas bioquimicas. Las caracteristicas bioquimicas de esta especie, fueron
descritas por Ding y Lammler (1992) y Ramos et al. (1997). Esta identificacion
se puede realizar utilizando kits comerciales como los sistemas API Coryne
(Biomerieux®) utilizados en la mayoria de los trabajos consultados (Funke et
al., 1997); Almuzara et al., 2006). No obstante, algunos autores han
demostrado que la base de datos del sistema no contiene todos los perfiles
numéricos que identifican las cepas de T. pyogenes aisladas de animales
(Narayanan et al.,, 1998). Si bien no existe un patrén fijo para la identificacion
bioquimica de T. pyogenes, si se puede tomar un grupo de reacciones,
normalmente las mas constantes para realizar una identificacion presuntiva
de la especie (Almuzara et al., 2006). Diferentes estudios recomiendan la
identificacion definitiva de este microorganismo y su diferenciacion con las
principales especies del género (en concreto respecto a A. haemolyticum) en base
a las pruebas de hidrélisis de la gelatina tras 48 horas de incubacion,
fermentacion de la D-xilosa, produccién de p-glucuronidasa, todas ellas
positivas para T. pyogenes (Lammler and Blobel, 1986); Simeon et al.,, 1997;
Heremida et al., 2004).

Por otra parte, también se ha observado como todos los aislamientos de
T. pyogenes presentan una reaccion cruzada con el antisuero especifico de

estreptococos del grupo G de Lancefield (Lammler and Blobel, 1986).
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Aunque algunas de estas pruebas se llevan a cabo en cuestion de
minutos, la identificacion bioquimica completa necesita en la mayoria de los

casos 24 horas o incluso mas tras su cultivo.

En los ultimos anos, las técnicas moleculares han permitido una
identificacion bacteriana rapida con un elevado nivel de sensibilidad. Estas
técnicas presentan numerosas ventajas, facilitando la identificacion de
microorganismos de crecimiento lento, en un periodo de tiempo corto.
Desafortunadamente, la informacién obtenida no siempre es Ilo
suficientemente discriminante para obtener una identificacion a nivel de
especie. requiriéndose a veces una serie de pasos adicionales con el objetivo de
amplificar otros genes diana. Estas técnicas de identificacion requieren
ademas un alto nivel de conocimientos técnicos, son caras de realizar, y

generalmente no se recomienda su empleo para la identificacion rutinaria.

Concretamente, en el caso de T. pyogenes la mas utilizada es la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que amplifica el gen plo, especifico
de este microorganismo (Jost and Billington, 2005; Ulbegi-Mohyla et al., 2010;
Ertas et al. 2005,). Este gen expresa la piolisina (plo), hemolisina dependiente
del colesterol reconocida como importante factor de virulencia para esta
especie y producida por todos los aislamientos identificados hasta la fecha

(Billington et al., 1997; Ding and Lammler, 1996; Jost and Billington, 2005).

Recientemente se han desarrollado otros protocolos para la deteccion de
genes o fragmentos de genes de esta bacteria que puedan usarse como nuevas
dianas en la identificacion de T. pyogenes, obteniéndose buenos resultados
con el gen sodA que codifica la enzima superéxido dismutasa (Hijazin et al.,
2011) o el gen rpoB que codifica la subunidad beta de la RNA polimerasa
(Khamis et al., 2004). Asimismo, los primers 16S-23S rDNA intergenic spacer
region (ISR) especificos para T. pyogenes descritos por Ulbegi-Mohyla et al. en
2010 también podria ser utilizado para la identificacién mediante PCR, asi

como para la secuenciaciéon del gen 16S rDNA (primers universales).

Una de las ultimas herramientas que se ha implementado en
numerosos laboratorios para el diagnoéstico rutinario que esta revolucionando
el diagnéstico microbiologico, es el conocido como MALDI-TOF MS (Matrix
Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-Flight Mass Spectrometry). Esta

técnica supone un enfoque radicalmente nuevo y metodicamente sencillo que
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reduce en gran medida el coste de los consumibles y el tiempo empleado en el

diagnéstico (Sauer and Kliem, 2010; Seng et al., 2009).

A diferencia de los métodos convencionales de identificacion basados en
criterios bioquimicos que requieren el aislamiento previo de las bacterias e
incubaciones de larga duracion, MALDI-TOF-MS es un método rapido, preciso
y rentable que puede identificar microorganismos en cuestion de minutos a
partir de las colonias en los medios de cultivos. En contrapartida, se
encuentra la elevada inversion inicial que supone la adquisicion de los
equipos, aunque esta inversion se amortiza con los bajos costos generales de

operacion por la baja cantidad de fungibles necesarios.

Al tratarse de una técnica muy sensible, sélo se requiere una pequena
cantidad de bacterias para llevar a cabo el analisis; la muestra se mezcla con
una soluciéon matriz (acido cinamico o derivados de acido benzoico) que
penetra en la pared celular haciendo accesibles las proteinas intracelulares
para el analisis. Cuando los disolventes se evaporan de la suspension de
células, se empiezan a formar cristales de la matriz que incluyen las proteinas
y otros compuestos celulares (proceso llamado "co-cristalizacién”) (Horneffer et
al.,, 2001). Este material se lleva a continuaciéon a la camara de medicion
donde las muestras individuales se exponen a pulsos cortos de laser que
vaporiza el microorganismo junto con la matriz, dando lugar a la ionizaciéon de

las proteinas ribosomicas.

De esta forma, tras la migraciéon en un campo electromagnético, los
iones se separan en funcion de su peso molecular. El grado de ionizacion, asi
como la masa de las proteinas determinan lo que se conoce como “tiempo de
vuelo individual” (TOF). En base a este TOF se registra un espectro
caracteristico que constituye una huella digital especifica de la muestra. Es
decir, el procedimiento proporciona un espectro proteico Unico para cada

microorganismo.

La identificacion mediante MALDI-TOF se basa, por una parte en las
variaciones de estos espectros entre los diferentes microorganismos y por otra,
en la deteccion de algunos compuestos que forman parte del espectro que son

especificos de género, especie e incluso subespecie.
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Para la identificacién a nivel de especie, el rango de tamano de las
proteinas generalmente utilizado esta entre 2 y 20 kDa. Este rango de tamano
esta dominado por proteinas ribosomales que ionizan bien y proporcionan
espectros precisos poco influenciados por las condiciones de crecimiento

microbiano.

Los registros que se generan se recogen en un software informatico que
compara automaticamente los espectros recogidos con un banco de datos de
referencia que contiene una amplia variedad de aislamientos relevantes
generando un valor numeérico (score) en base a las similitudes entre los
conjuntos de datos observados y almacenados. Un valor de score por encima
de 2.0 se considera generalmente que es una identificacién a nivel de especie
valida; los valores entre 2.0 y 1.7 representan identificaciones nivel de género
fiables. No cabe duda de que el requisito mas importante para la identificacion
exacta de los microorganismos es la existencia de datos de referencia fiables

en la base de datos (Hsieh et al., 2008).

El primer estudio que propuso la identificaciéon bacteriana mediante el
analisis MALDI-TOF MS fue realizado por Holland et al. en 1996.
Posteriormente, diversos estudios han evaluado el potencial de MALDI-TOF en
el laboratorio de microbiologia encontrandose una tasa de identificacion
cercana al cien por cien en el caso de los géneros Neisseria (Ilina et al., 2009;
llina et al.,, 2008; Pignone et al.,, 2006), Clostridia (Grosse-Herrenthey et al.,
2008), Mycobacteria, Salmonella (Dieckmann et al.,, 2008), estreptococos del
grupo viridans (Friedrichs et al., 2007), Helicobacter pylori (llina et al., 2010), y
Campylobacter (Martiny et al., 2011) entre otros, encontrandose aun
resultados controvertidos con algunos grupos de microorganismos. Asi, las
principales dificultades ocurren en la identificacion de especies que no difieren
lo suficiente en sus proteinas ribosomales, como entre Shigella spp. y
Escherichia coli 6 entre S. pneumoniae y miembros de los estreptococos

pertenecientes al grupo mitis.

Actualmente, se estan desarrollando nuevas aplicaciones de MALDI-
TOF MS, como la deteccion de mecanismos de resistencia frente a los
antimicrobianos o la diferenciacion de los aislamientos por debajo del nivel de

especie (Barbuddhe et al., 2008; Hrabak et al., 2013).
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MALDI-TOF MS también se ha utilizado con éxito para identificar
levaduras, sin embargo es necesario optimizar la técnica para mejorar el
rendimiento en la identificaciéon de los hongos pluricelulares (Marklein et al.,
2009; Putignani et al., 2011; van Veen et al., 2010). Asimismo existen pocas
referencias en la bibliografia respecto a la identificacion de virus mediante este
sistema, desarrollandose actualmente diversos estudios que en futuro
evaluaran su utilidad (Giebel et al., 2010). Del mismo modo, otros trabajos
intentan conseguir la aplicacion de MALDI-TOF MS en la diferenciacion de
patogenos directamente de muestras de sangre (Christner et al., 2010; Ferroni

et al.,, 2010; Schubert et al., 2011); o de orina (Ferreira et al., 2011).

La incertidumbre que desde un punto de vista microbiologico tiene la
identificacion de esta especie en su nuevo enclave taxonémico y la dificultad
de diferenciaciéon con otras especies de su mismo género, hacen que nos
planteemos como objetivo general de este trabajo de investigaciéon la puesta a
punto de nuevas herramientas diagnésticas que nos ayuden en la
caracterizacion de las cepas de T. pyogenes de forma rapida, fiable y
econdémica frente a la metodologia convencional. Para la consecucion de este

objetivo general nos planteamos las siguientes metas especificas:

* Caracterizacion fenotipica de un cepario, previamente
identificado mediante pruebas como la morfologia del cultivo y la
hemoélisis, mediante el sistema de identificaciéon bioquimica API
Coryne 2.0.

* Determinacion de la presencia del gen plo mediante el uso de
PCR convencional de las cepas bioquimicamente identificadas
como T. pyogenes.

* Determinacion de la presencia del gen aln mediante el uso de
PCR convencional de las cepas identificadas como A.
haemolyticum.

* Aplicacion de MALDI-TOF MS para la identificacion de cepas de
T. pyogenes previamente caracterizadas fenotipica y

genéticamente.
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3. MATERIAL Y METODOS






MATERIAL Y METODOS
3.1. Cepas analizadas y material patolégico

Para la realizacion de este estudio se han analizado un total de 70
cepas procedentes de cerdos con diferentes patologias que presentaban
lesiones de caracter supurativo. Estos aislamientos forman parte de un
cepario obtenido a partir de muestras clinicas analizadas en Servicio de
Diagnostico de Enfermedades Infecciosas de la Facultad de Veterinaria de
Cordoba durante los anos 2008-2013, asi como de decomisos parciales o
totales de matadero durante los anos 2009 a 2013. Hasta su utilizacion, las
cepas se conservaron utilizando el sistema de crioconservacion Maintenance

Freeze Medium (Oxoid, TP15731) a -80°C en viales de 1 mL.

También se han incluido las cepas de referencia de T. pyogenes (ATCC
19411), A. haemolyticum (ATCC 9345) y E. coli (ATCC 25922) que se utilizaron

como controles positivo y negativo en las pruebas de identificacion.
3.2. Condiciones de cultivo

Para el aislamiento de los microorganismos se utilizaron placas de agar
sangre (Oxoid, CM55) suplementado con un 5 por ciento de sangre de ovino
desfibrinada y estéril, segiin las instrucciones del fabricante. Las cepas fueron
cultivadas a partir de los viales de glicerol mantenidos a -80 °C e incubadas a
37 °C durante 24-48 horas en condiciones de microaerofilia. Ademas de
aportar diversos factores de enriquecimiento, este medio es T1util para

determinar la capacidad hemolitica de los microorganismos patégenos.
3.3. Identificacion bioquimica

Para la realizacién de este trabajo seleccionamos aquellas colonias que
fueron pequenas, circulares, convexas, brillantes y rodeadas de una zona de
betahemoélisis tras 48 horas de incubacion bajo condiciones de microaerofilia,
que tras la bacterioscopia presentaron una morfologia de cocobacilos o bacilos

Gram positivos y fueron negativos a la prueba de la catalasa.

Para determinar la presencia de la enzima catalasa se deposité una
colonia de cada uno de los aislamientos sobre un portaobjetos anadiendo una

gota de agua oxigenada al 3 por ciento. La presencia de la enzima descompone
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el agua oxigenada en agua y oxigeno molecular observandose en caso positivo

el desprendimiento de burbujas de gas (Blanco et al., 2002).

A continuacién, las cepas que resultaron negativas en la prueba de la
catalasa se replicaron en agar sangre durante 48 horas para su identificacion
bioquimica mediante el sistema comercial API Coryne version 2.0 (Biomerieux,
20 900). Cada galeria se incub6 en una camara humeda a 35-37 °C durante
24 horas tras las que se procedi6 a su lectura e interpretacion segun la guia
del fabricante. Tras la lectura de la galeria se obtuvo un perfil numérico de
siete cifras que se analiz6 mediante el software informatico apiweb TM version
3.0. (Biomerieux, 40011), que compara el perfil de la cepa problema con los

perfiles incluidos en la base de datos del software.
3.4. Identificacion serolégica

Las cepas de T. pyogenes presentan una reaccion positiva con el
antisuero del grupo G de Lancefield, reaccion que se emplea para su
diferenciacion de otras especies bioquimicamente muy similares como
A. haemolyticum que lo hace frente al grupo B (Lammler and Blobel, 1986;
Simeon et al.,1997). Asi, como dato complementario a la identificacion
bioquimica de los aislamientos, realizamos de forma simultanea una prueba

serologica enfrentando cada una de las cepas al antisuero del grupo G.

Para la determinacion de esta reaccién se ha utilizado el Streptococcal
grouping kit (Oxoid, DRO585A) segun el procedimiento indicado por el
fabricante. La prueba se basa en un sistema de aglutinacién con particulas de
latex que se unen a las inmunoglobulinas (Ig G) por su fraccion Fc, quedando

libre la fraccion Fac para unirse a los antigenos.

Para ello, las cepas problemas se sembraron en agar sangre a 37 °C
durante 48 horas en condiciones de microaerofilia. A continuacién, se
seleccionaron dos o tres colonias que fueron resuspendidas en 0,4 mL de la

enzima de extraccion incluida en el kit.

La suspension fue incubada 10 minutos a 37 °C, sometiéndola a
agitacion a los 5 minutos. En una placa de Huddleson se deposité una gota del
reactivo frente al grupo G y una gota del extracto, mezclandose mediante
rotaciones suaves. En caso de reacciones positivas, aparece una aglutinacion

clara en menos de un minuto.
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3.5. Identificacion genética

Una vez realizado el estudio fenotipico y para confirmar la identificacion
de los distintos aislamientos pasamos a realizar su identificacion molecular

utilizando técnicas de PCR convencionales.

La extraccion de ADN se realiz6 seleccionando dos colonias de cada
cepa en estudio (cultivadas en agar sangre a 37°C durante 48 horas) que
fueron resuspendidas en 100 pL de agua Mili-Q a los que posteriormente se le
anadieron 100 uL de cloroformo. Una vez agitada la mezcla se incub6 a 80°C
al bafio maria durante 20 minutos. Para terminar, cada muestra se centrifugo
a 12000 x g durante 5 minutos, conservando el sobrenadante a -20°C hasta

Su uso.

Para confirmar que los aislados pertenecian a la especie T. pyognes se
utilizé la técnica de PCR descrita por Ertas et al (2005) que amplifica un
fragmento del gen plo, UGnico para T. pyogenes, utilizando los primers
disenados por Billington et al. (2002) obteniéndose un producto de
amplificacion de 270 pb (tabla 1). Todos los cebadores utilizados en este

estudio fueron sintetizados por la casa Sigma-Aldrich®.

Tabla 1.- Cebadores de PCR especifica de especie para T. pyogenes
(Billington et al., 2005)

Cebador Secuencia (5'a 3') Tamaro amplicdn (pb)
PLO-R AACTCC GCCTCTAGCGC
PLO-F GGC CCGAATGTCACCGC

270

La mezcla de PCR se llevo a cabo en un volumen final de 50 uL que
contenia 5 uL de buffer PCR 10X (10mM Tris-Cl, pH 9,0; SOmM de KCI; 0,1%
TRITON® X-100), 5 uL de MgCl,, 250 uM de cada deoxinucleétidos trifosfato
(dNTP), 2U de Taq DNA polimerasa (Biotools®), 1 uM de cada primer y 5 uL de
cada muestra de ADN. Las condiciones de la reaccion en el termociclador se

detallan en la tabla 2.
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Tabla 2.- Condiciones de PCR de especie T. pyogenes

FASE TEMPERATURA| TIEMPO
Desnaturalizacién inicial 94 5 minutos
Desnaturalizacién 1 minuto
35ciclos Hibridacion 55 1 minuto
Elongacion 79 1 minuto
Elongacion final 5 minutos

A continuacién quisimos probar la PCR desarrollada por Jost et al
(2011) para la identificacion de A. haemolyticum. Esta PCR amplifica un
fragmento de la arcanolisina (aln), hemolisina recientemente descrita como
factor de virulencia para esta especie y sobre la que solamente hemos
encontrado hasta el momento un trabajo en la bibliografia donde se defiende
que el gen que la codifica esta presente en todos los aislamientos de
A. haemolyticum y que solamente se encuentra en esta especie, constituyendo
una excelente diana para su identificacion. En la tabla 3 se describen los

cebadores utilizados en esta PCR.

Tabla 3.- Cebadores de PCR especifica de especie para A. haemolyticum

(Jost et al., 2011)

Cebador Secuencia (5'a 3') Tamano amplicén (pb)
ALN-R | GCCGCCGCTAGCGTTGACGCTTCAACACAAACCGATCC
ALN-F GCCGCCCTCGAGTCACTCGCTATGAACGATGTTCTTG

1669

La mezcla de PCR se llevo a cabo en un volumen final de S0 uL que
contenian 5 pL de buffer PCR 10X (10mM Tris-Cl, pH 9,0; 50mM de KCl; 0,1%
TRITON® X-100), 5 uL de MgCl,, 200 uM de cada deoxinucleétidos trifosfato
(dNTP), 1,5 U de Taq DNA polimerasa (Biotools®), 1 uM de cada primer y 5 uL
de cada muestra de ADN. Las condiciones de la reacciéon en el termociclador
fueron las mismas que las detalladas en la tabla 2, incluyendo algunas
modificaciones que hemos incluido durante el desarrollo de este trabajo sobre
el protocolo de Jost et al (2011), como la temperatura de anillamiento que
paso a 53 °C y los tiempo de extension y extension final que fueron de 2 y 7

minutos respectivamente.

La amplificacion se realiz6 en todos los casos en un termociclador
modelo Mastercycler Gradient (Eppendorf). La visualizacién de los productos de
PCR se efectud en geles de agarosa al 1,5% en TAE 1x con RedSafe TM (INtRON

Biotechnology®), en un transiluminador de luz ultravioleta (Gel Doc 2000,
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BioRad). Cada amplificacién realizada, ademas, incluyé un control positivo
con la cepa tipo correspondiente y dos controles negativos: uno que contenia
todos los reactivos excepto el ADN problema que fue sustituido por un

volumen similar de agua Mili-Q y otro con ADN de Escherichia coli.
3.6. Identificacion proteomica

Por 1ltimo, 51 de los aislados bacterianos se analizaron mediante
MALDI-TOF MS, usando un espectrometro de masas Microflex LT de
sobremesa (Bruker Daltonics, Alemania). El software para controlar el
instrumento fue FlexControl 3.3 y Maldi Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics) para el
analisis de los espectros y la comparaciéon con la base de datos. Con objeto de
llevar a cabo una calibracion, se incluyé en cada medicion un estandar
bacteriano proporcionado por el fabricante. Para todas las detecciones se
aplicaron los ajustes por defecto (adquisicion de espectros de masas en el
modo positivo lineal dentro del rango de 2-20 kDa, fuente de iones 1 (IS1) 20
kV, IS2 18.03kV, lente 6.0kV, detector lineal 2560 V).

Antes de la identificacion con MALDI-TOF MS se recogié una pequena
cantidad de bacterias mediante un asa estéril que fue colocada sobre una
placa MALDI de acero pulido. Estos depdsitos se dejaron secar a temperatura
ambiente y posteriormente se recubrieron con 1 uL de matriz de MALDI (una
solucion de acido a-ciano-4-hidroxi-cinamico en acetonitrilo al 50% y acido
trifluoroacético al 2,5%), preparado siguiendo las instrucciones del fabricante.
Una vez que la matriz se seco al aire, los espectros fueron adquiridos por el

espectrometro de masas para finalmente compararse con la base de datos.

Previamente al analisis de las cepas y para que el software reconociera
los espectros de T. pyogenes y A. haemolyticum fue necesario generar sus
respectivos espectros de referencia utilizando para ello las cepas tipo descritas
anteriormente. Estos espectros se introdujeron en la base de datos como

patrén de referencia en la identificacion de los aislamientos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Como comentamos anteriormente, nuestro estudio incluye una
seleccion de cepas previamente aisladas por nuestro grupo de investigacion,
en las que hemos determinado las siguientes caracteristicas: cepas
betahemoliticas que tras la bacterioscopia inicial fueron compatibles con
T. pyogenes, resultaron negativas a la prueba de la catalasa y fueron positivas

a la aglutinacion frente a anticuerpos del grupo G de Lancefiel.
4.1 Identificacion fenotipica

Tras el analisis de los 70 aislamientos mediante el sistema API Coryne,
obtuvimos 67 cepas identificadas como T. pyogenes encontrando diferentes
perfiles bioquimicos a los que el software adjudica distintos porcentajes de
identificacion, desde 51 cepas con un 99,9% de similitud con las cepas de
referencia del sistema, hasta 13 cepas que fueron identificadas simplemente
como “tax6n mas probable”. Este resultado viene a confirmar, como ya han
reflejado diversos autores la gran variabilidad bioquimica presente dentro del
grupo de las corinebacterias. Asi, diversos autores han demostrado que la
base de datos del sistema no contiene todos los perfiles numéricos que
identifican las cepas de T. pyogenes aisladas de animales (Narayanan et al.,
1998); no obstante, son numerosos los estudios que utilizan el sistema
comercial API Coryne para conocer los perfiles bioquimicos de este

microorganismo (Funke et al., 1997).

Las cepas restantes fueron identificadas, dos como A. haemolyticum y
una como Microbacterium spp. En la tabla 5 se muestra para cada especie el

numero de cepas y su porcentaje de identificacion.

Tabla 4.- Identificacion bioquimica mediante la galeria API Coryne

ID API Excelente Buena Taxon mas probable Total
T. pyogenes 48 6 13 67
A. haemolyticum 1 0 1 2
Microbacterium spp 1 0 0 1
Total 50 6 14 70
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4.2 Identificacion serologica

En nuestro estudio, las 67 cepas identificadas mediante el sistema API
Coryne como T. pyogenes aglutinaron frente al grupo G de Lancefield; de las
dos cepas identificadas como A. haemolyticum una fue positiva a la
aglutinaciéon y otra negativa, mientras que la cepa identificada como
Miscrosporum spp. no aglutiné frente a este antisuero. Estos datos confirman
como todos los aislamientos de T. pyogenes aglutinan frente al antisuero del
grupo G de Lancefield, aunque no de forma exclusiva, pues existen otras
especies que también presentan esta reaccion (LAmmler and Blobel, 1986;

Simeon et al., 1997; Hermida et al., 2004; Almuzara et al., 2006).
4.3 Identidicacion genética

Una vez realizada la identificacion bioquimica de las cepas, los 70
aislamientos se sometieron a un estudio mediante PCR para identificar un

fragmento del gen plo, especifico de T. pyogenes (Ertas et al, 2005).

La PCR identifico la presencia del gen plo en 67 cepas, las mismas que
fueron identificadas mediante la galeria API Coryne como 7. pyogenes,
independientemente de su nivel de identificacién (excelente o taxén mas
probable). Tres cepas fueron negativas a la presencia del gen, correspondiendo
con las identificadas mediante la galeria API Coryne como A. haemolyticum y

Microbacterium spp.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por autores como Jost et
al. (2005) quienes afirman que el cien por cien de las cepas de T. pyogenes
presentan el gen plo y que este es especifico para este microorganismo.
Coincidiendo con Funke et al. (1997), nuestros resultados reflejan como el API
Coryne, version 2.0, es un sistema util para la identificacion de T. pyogenes,
siendo la PCR una herramienta a tener en cuenta para confirmar la
identificacién de este microorganismo en aquellos casos en que el sistema API

so6lo logre una identificaciéon como “taxén mas problable”.

Como se comento en el apartado de material y métodos también hemos
puesto a punto una PCR, previamente descrita por por Jost et al. (2011) para
la identificacion de A. haemolyticum. Este estudio tiene dos propoésitos; en
primer lugar determinar si los aislamientos identificados mediante la galeria

API Coryne como A. haemolyticum presentan el gen aln; por otro lado y puesto
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que la arcanolisina es una hemolisina con muchas similitudes con la piolisina
de T. pyogenes, nos propusimos descartar la existencia de uniones
inespecificas entre los cebadores descritos para la amplificacion del gen aln

con el gen plo que pudieran dar lugar a la aparicién de reacciones cruzadas.

Los resultados de la PCR que amplifica el gen aln mostraron la ausencia
de este gen en todos los aislamientos estudiados, a excepciéon de la cepa de
referencia de A. haemolyticum ATCC 9345 utiluizada como control positivo.
Ninguna de las dos cepas identificadas por el sistema API Coryne como
A. haemolyticum presentaron este gen, existiendo un error en la identificacion
por parte de alguna de las dos técnicas. Tampoco hemos encontrado ninguna
cepa previamente identificada mediante el API Coryne como T. pyogenes que
presentara el gen aln; hecho que confirma la especificidad de los primers
desarrollados por Jost et al. (2011) al no amplificar un gen muy similar al gen

aln como es el gen plo.
4.3 Identidicacion proteomica

Por ultimo, nos planteamos evaluar la especificidad del el nuevo sistema
de identificacion MALDI-TOF MS en la identificacion de las cepas de T.
pyogenes seleccionando para ello un total de 51 cepas del cepario original: 48
identificadas como T. pyogenes mediante el sistema API Coryne y la PCR plo;
dos cepas identificadas como A. haemolyticum mediante el sistema API Coryne
y negativas a las PCRs plo y aln y una cepa identificada mediante la galeria
API Coryne como Microbacterium spp y negativa a ambas PCRs que se utilizo

como control negativo.

Para aumentar la reproducibilidad de MALDI-TOF MS y asegurar la
identificacion satisfactoria de las cepas fue necesario, previamente al estudio,
introducir los perfiles de las cepas tipos (A. haemolyticum ATCC 9345 y
T. pyogenes ATCC 19411) tras ser cultivadas en diferentes medios (Ayyadurai
etal., 2010; Seibold et al., 2010; Valentine et al., 2005).

El sistema MALDI-TOF MS fue capaz de reconocer, con un score
superior a 2 (identificacion buena a nivel de especie) las 48 cepas previamente

tipificadas como T. pyogenes.

Por otra parte, de las dos cepas identificadas como A. haemolyticum

mediante el sistema API Coryne y negativas a las PCRs aln y plo, una de ellas
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no fue reconocida por MALDI-TOF MS (score=1,663), mientras que la otra fue

identificada como T. pyogenes (score=1,698).

En el primer caso el resultado indica que a pesar de haber introducido
previamente en la base de datos el perfil de la cepa tipo de A. haemolyticum, no
existe en el sistema ninguna cepa con un perfil de proteinas con suficiente
similitud para poder realizar una identificacién correcta. Este dato, unido a la
ausencia del gen aln, nos indica que efectivamente no se trata de un
aislamiento de A. haemolyticum (tax6én mas probable) como previamente habia

determinado el sistema API Coryne.

En el caso de la cepa identificada como A. haemolyticum mediante el
sistema API Coryne, negativa a las PCRs aln y plo y positiva a la aglutinaciéon
frente al grupo G, que MALDI-TOF MS identifica como T. pyogenes, creemos
muy importante prestar atencion al score, que muestra un valor de 1,698. Son
varios los estudios que indican como valores de score inferiores a 2 y hasta 1,7
corresponden a una buena identificacién a nivel de género, pero no a nivel de
especie (Seng et al., 2009), por tanto es muy posible que nos encontramos ante
una especie del género Trueperella diferente a T. pyogenes, que actualmente
no se encuentre dentro de la base de datos del MALDI-TOF MS utilizado en
este trabajo. Ademas, al tratarse de un género que incluye especies de reciente
descripcion cabe la posibilidad de que su perfil no se encuentre aun dentro de
la base de datos del sistema API Coryne y por ello este sistema lo identifique

erroneamente A. haemolyticum con un nivel de “excelente”.

Por ultimo, la cepa identificada mediante el API Coyne como
Microbacterium spp., que a su vez fue aln y plo negativa, incluida en el analisis
mediante MALDI-TOF MS como control negativo, no fue reconocida por el

sistema.

En el anexo 1 se muestran los resultados obtenidos mediante todas las
técnicas utilizadas en este estudio en cada una de las cepas incluidas en este

trabajo.

Los perfiles obtenidos con cada uno de los aislamientos nos han
permitido ampliar la informaciéon de la base de datos utilizada en este estudio
con aislamientos muy interesantes al tratarse de microorganismos de origen

animal, mejorando asi el sistema para su uso en el diagnéstico. Ademas
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nuestros resultados indican que MALDI-TOF MS identifica correctamente las
especies T. pyogenes y A. haemolyticum, aunque aun es necesario realizar en
el futuro estudios complementarios. En este sentido, y tras obtener estos
resultados preliminares, actualmente estamos completando este trabajo
incluyendo un numero mayor de cepas, aisladas a partir de diferentes
hospedadores y diferentes localizaciones geograficas, asi como cepas
pertenecientes a diferentes especies de los géneros Arcanobacterium,
Corynebacterium y Trueperella para poder asi calcular la sensibilidad y la

especificidad de la técnica.
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ANEXO






Anexo 1: Resultados globales obtenidos tras el anadlisis de las cepas en estudio

Ref. cepa Id. API % API PCR MALDI-TOF MS | Score
10/08 T. pyogenes Taxdn mas prob | Plo+/Aln- nd nd
215/08 T. pyogenes Taxdn mas prob | Plo+/Aln- nd nd
435/08 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- nd nd

D2A T. pyogenes 99,2 Plo+/Aln- nd nd
228/08 T. pyogenes Taxdn mas prob | Plo+/Aln- nd nd
470/08 T. pyogenes Taxdn mas prob | Plo+/Aln- nd nd
348/08 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- nd nd
645/07 T. pyogenes Taxdn mas prob | Plo+/Aln- nd nd
634/07 T. pyogenes 98,3 Plo+/Aln- nd nd
605/07 T. pyogenes Taxdn mas prob | Plo+/Aln- nd nd
387/07 T. pyogenes Taxdn mas prob | Plo+/Aln- nd nd
377/08 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- nd nd
335/08 T. pyogenes Taxdn mas prob | Plo+/Aln- nd nd

M2C T. pyogenes Taxén mas prob | Plo+/Aln- nd nd
390/08 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- nd nd

M1C T. pyogenes Taxén mas prob | Plo+/Aln- nd nd

44 T. pyogenes 98,3 Plo+/Aln- nd nd
290/12 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- nd nd

A20 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- nd nd
203/10 T. pyogenes 99,2 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,23
203/10 T. pyogenes 99,2 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,241
349/08 T. pyogenes 98,3 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,092
498/08 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,144

5/07 T. pyogenes Taxdn mas prob | Plo+/Aln- T. pyogenes 2,247

425/07 1 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,271

43 T. pyogenes 79 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,193
45 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,142
46 T. pyogenes 99,2 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,138

105 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,228

110 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,264

122 T. pyogenes 98,3 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,263

130 T. pyogenes 99,2 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,216

132 T. pyogenes 83 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,273

133 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,233

134 T. pyogenes 98,3 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,237
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Ref. cepa Id. API % API PCR MALDI-TOF MS | Score
162/11 1B T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,141
162/11 2B T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,286
607/07 A. haemolyticum 97,6 Plo-/Aln- T. pyogenes 1,689
223/08 [WMicrobacterium spp 99,8 Plo-/Aln- | no identificado | 1,227
661/07 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,202
132/07 T. pyogenes Taxén mas prob | Plo+/Aln- T. pyogenes 2,173
425/07 2A T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,016
D1 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,306
NL1 T. pyogenes 98,2 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,268
NL2 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,212
NL3 T. pyogenes 99,2 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,221
NL4 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,225
Al T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,269
A2 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,226
A4 T. pyogenes 98,3 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,257
A5 T. pyogenes 85 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,22
A12 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,244
Al6 T. pyogenes 79 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,093
Al7 T. pyogenes 85 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,266
Al8 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,161
A19 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,287
A21 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,191
A22 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,241
A23 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,218
A24 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,212
A25 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,212
A26 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,356
A27 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,276
A28 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,249
CMP-4 T. pyogenes 79 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,208
P4 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,222

P5 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,258

P6 . haemolyticum | Taxdn mas prob | Plo-/Aln- | no identificado 1,663
161/13 T. pyogenes 99,9 Plo+/Aln- T. pyogenes 2,231
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CONCLUSIONES

PRIMERA.- El sistema comercial API Coryne version 2.0 se ha mostrado
valido en la identificacion fenotipica de los aislamientos de Trueperella
pyogenes de origen animal. No obstante el hecho de que existan determinados
perfiles bioquimicos identificados con un bajo nivel de fiabilidad (simplemente
taxén mas probable) y los errores detectados en la identificacion de especies
afines al género como Arcanobacterium haemolyticum hacen recomendable que
la revision de la base de datos apiweb V 3.0 adaptandola a las modificaciones

taxonomicas publicadas recientemente.

SEGUNDA.- La técnica de PCR que amplifica un fragmento del gen plo,
desarrollada por Ertas et al. (2005), es capaz de identificar adecuadamente y
de forma rapida las cepas de Trueperella pyogenes, mostrandose como una
herramienta a tener en cuenta tanto en el diagnéstico rutinario de esta
especie, como para confirmar la identificacion del microorganismo en aquellos

casos en que otros sistemas no lo consigan de forma fiable.

TERCERA.- La técnica de PCR que amplifica un fragmento del gen ain,
que codifica la arcanolisina, es capaz de identificar adecuadamente y de forma
rapida las cepas de Archanobacterium haemolyticum, si bien en nuestro estudio
fue necesario realizar algunas modificaciones sobre el protocolo original como

el aumento de la temperatura de anillamiento hasta 53 °C.

CUARTA.- A pesar de las similitudes existentes entre las secuencias de
los genes aln y plo, los cebadores utilizados en este estudio y disefiados por
Jost et al. (2011) no mostraron reacciones cruzadas en la identificacion de

ambas especies.

QUINTA.- Este estudio muestra al sistema MALDI-TOF MS como una
técnica consistente, valida para la identificacion rutinaria a nivel de especie de
las cepas de T. pyogenes, mostrando un poder de discriminacién similar al de
la PCR y siendo al igual que la anterior, una técnica rapida y con un bajo

coste a largo plazo.
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