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RESUMEN

Introduccion. Uno de los métodos empleados
para la tipificacion y el estudio de la diversidad
genética bacteriana es la ERIC-PCR. La presencia
de las secuencias consenso intergénicas repetiti-
vas enterobacterianas (ERIC) se ha descrito en la
mayoria de las bacterias Gram negativas, pero no
se ha investigado su presencia en bacterias como
Chlamydia trachomatis.

Objetivo. Realizar la busqueda in silico e in vitro
de las secuencias ERIC en el genoma de Chla-
mydia trachomatis.

Materiales y Métodos. En el estudio in silico,
las secuencias ERIC se buscaron mediante la
herramienta bioinformatica FASTA y empleando
los genomas de C. trachomatis D/uw-3/cx, C.
trachomatis 434/Bu, C. trachomatis L2b/UCH-1/
proctitis, C. trachomatis A/har-13, C. muridarum
Nigg, C. pneumoniae Tw-183, Aeromonas hydro-
phila 'y Escherichia coli K12, depositadas en la
base de datos del NCBI. In vitro, se estandariz6
la PCR empleando cepas de C. trachomatis se-
rovariedades D, L2 y L3.

Resultados. Se obtuvieron el nimero de alinea-
mientos, la region de alineamiento de cada inicia-
dor ERIC y los valores de expectacion (E) y score
(S) de cada genoma estudiado. Posteriormente, se
determino la presencia de la secuencias ERIC en
las cepas de C. trachomatis serovariedades D,
L2 y L3, siendo 44°C la temperatura 6ptima de
alineamiento en la PCR.

Conclusiones. Con los resultados obtenidos, po-
demos sugerir que en el genoma de C. trachoma-
tis existen las secuencias ERIC; si este hallazgo se
reproduce en todas las serovariedades, se podria
establecer un nuevo método de tipificacion para
esta bacteria.

Palabras clave: Chlamydia trachomatis, PCR,
tipificacion, FASTA

ABSTRACT
ERIC sequences in Chlamydia trachomatis

Introduction. One of the methods used for the
typification and for bacterial genetic diversity study
is ERIC-PCR. The presence of enterobacterial
repetitive intergenic consensus sequences (ERIC)
has been described in most Gram negative bacteria,
but their presence in bacteria, such as Chlamydia
trachomatis, has not been investigated.

Objective. To search in silico and in vitro for ERIC
sequences in the Chlamydia trachomatis genome.
Materials and Methods. /n silico, ERIC
sequences were searched with the bioinformatics
tool called FASTA, downloading the genomes of
Chlamydia trachomatis D/uw-3/cx, Chlamydia
trachomatis 434/Bu, Chlamydia trachomatis 1L.2b/
UCH-1/proctitis, Chlamydia trachomatis A/har-
13, Chlamydia muridarum Nigg, Chlamydophila

pneumoniae TW-183, Aeromonas hydrophila,
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and Escherichia coli K12 deposited in the NCBI
database. in vitro, the ERIC-PCR technique
was standardized with strains of Chlamydia
trachomatis serovars D, L2, and L3.

Results. Were obtained the number of alignments,
the alignment region of each ERIC primer, and
the expectation (E) and score (S) values of each
genome. Afterwards, the presence of ERIC
sequences in strains of Chamydia trachomatis
serovars D, L2, and L3 was determined, being 44
°C the optimal alignment temperature in the PCR.
Conclusions. With the obtained results we can
suggest that the ERIC sequences are present in
the Chlamydia trachomatis genome, if this finding
is reproduced in all the serovars, a new typing
method for this bacterium could establish.

Key words: Chlamydia trachomatis, PCR, DNA
typing, FASTA

INTRODUCCION

Chlamydia trachomatis es una bacteria
intracelular obligada similar a las Gram negativas,
agente etiologico del tracoma, de la cervicitis y del
Linfogranuloma Venéreo (LGV); se consideran
a estas dos ultimas patologias como Infecciones
de Transmision Sexual (ITS). Se conocen 19
serovariedades clasificadas por su patologia: de la
A alaC, las cuales son causantes del tracoma; los
serotipos de la D a la Ia agrupan a clamidias que
estan involucradas en ITS y las serovariedades L1
a L3 que producen LGV (1). En Estados Unidos
de Norteamérica, se presentan hasta 4 millones de
casos nuevos al afio (2) y, en México, la frecuencia
de reporte varia desde 2.85% hasta 63% en la
poblacién en general, tanto asintomatica como
sintomatica, lo que representa un problema de
salud publica en México y en otros paises (1,
3-6). En otros datos mas recientes, se indica que,
de acuerdo con la OMS, existen 92 millones
de casos nuevos de infeccidén clamidial que se
diagnostican globalmente cada afio. En México,
aun se desconoce la prevalencia de infeccion
clamidial puesto que ésta no es considerada de
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importancia epidemioldgica y los datos que se
obtienen provienen, en su mayoria, de los trabajos
de investigacion y no de cifras oficiales (1,5).
Existen diversos métodos para el
diagnostico de esta bacteria, entre los cuales se
encuentran aquellos que: 1) ponen de manifiesto
la presencia del cuerpo de inclusion (CI) o el
cuerpo elemental (CE) en los cultivos celulares,
1) las pruebas serologicas y iii) los métodos
genotipicos de entre los cuales la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) es uno de las mas
importantes (1,6). Los métodos PCR son usados
regularmente con propoésito de identificacion,
tipificacion bacteriana o monitoreo de cambios
en la poblacion microbiana (diversidad genética)
(7,8). Una variedad de la PCR denominada rep-
PCR (amplificacion de elementos repetitivos) es
un método que permite el estudio del genoma
bacteriano completo, mediante el examen de
patrones especificos obtenidos amplificando por
PCR los elementos de DNA repetitivos de un
genoma (9,10). Esta rep-PCR comprende dos
tipos de elementos repetitivos: 1) las secuencias
palindromicas extragénicas repetitivas (REP),
por sus siglas en inglés “Repetitive Extragenic
Palindromics” y ii) las secuencias Consenso
Intergénicas Enterobacterianas (ERIC), por sus
siglas en inglés “Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus” (10). El uso de estos
métodos ha permitido el estudio del genoma
bacteriano completo mediante el analisis de los
patrones cepa especifica que se generan; por
lo anterior, su mayor utilidad se reporta en la
tipificacion bacteriana. Las secuencias ERIC
son elementos de 126-127 pb que parecen estar
restringidos a regiones transcritas del genoma;
ya sea en regiones intergénicas de operones
policistronicos, o bien, en regiones no traducidas
“rio arriba” o “rio abajo” de los marcos de lectura
abierta (11,12). Las secuencias ERIC constituyen
una clase de elementos de DNA repetitivos
que contienen una repeticion invertida central,
altamente conservada del genoma bacteriano, y se
han descrito en bacterias Gram negativas entéricas;
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no obstante, actualmente la técnica ERIC-PCR
se ha utilizado para el estudio de bacterias Gram
negativas como Aeromonas, Vibrio cholerae y
Rhizobium (6,13,14).

Dada la variabilidad genética caracteristica
de Chlamydia y a que se ha descrito a las
secuencias ERIC como una herramienta 1til para
determinar la diversidad genética entre cepas de
una misma especie con propositos de tipificacion
bacteriana, se pensé en aplicar dicha técnica a
C. trachomatis, con la posibilidad de que cada una
de las serovariedades pudiera generar un patron
especifico.

En la literatura nacional e internacional
consultada, no se han descrito estudios al respecto
para C. trachomatis; por lo tanto, se aplico la
técnica ERIC-PCR a C. trachomatis y a otras
bacterias no relacionadas y los resultados se
analizaron mediante el uso de herramientas y
programas bioinformaticos.

El objetivo del trabajo fue explorar,
mediante un analisis in silico, si en el genoma de
C. trachomatis se encuentran las secuencias ERIC,
para utilizarlas como un método de tipificacion de
cepas de Chlamydia y para estimar su diversidad
genética. Una vez comprobada su presencia, se
procedio al analisis in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Secuencia estudiada. Se descargaron los genomas
completos de las bacterias Chlamydia trachomatis
D/uw-3/cx, Chlamydia trachomatis 434/Bu,
Chlamydia trachomatis 1L2b/UCH-1/proctitis,
Chlamydia trachomatis A/har-13, Chlamydia
muridarum Nigg, Chlamydophila pneumoniae
Tw-183, Aeromonas hydrophila ATCC 7966 Ty
Escherichia coli K12 de la base de datos del NCBI
(National Center for Biotechnology Information)
(15) (Cuadro 1).

Estudio bioinformatico. Las secuencias de
genomas bacterianos completos se analizaron para
identificar la presencia de secuencias repetitivas
en C. trachomatis mediante el alineamiento de los

Secuencias ERIC en Chlamydia trachomatis

Cuadro 1
Genomas disponibles y descargados del
banco de genes del NCBI

Genoma Tamafio Numero de acceso
(Gen Bank)

C. trachomatis D/ 1,042,519 pb gb AE001273

UW-3/CX

C. trachomatis 434/Bu 1, 038, 842 pb gb AM884176

C. trachomatis 1L2b/ 1, 044, 459 pb gb AM884177

UCH-1/proctitis

C. trachomatis A/ 1, 044, 459 pb gb CP000051

HAR-13

C. muridarum Nigg 1, 072, 950 pb gb AE002160

C. pneumoniae TW- 1,225,935 pb gb AE009440

183

A. hydrophila 4,744, 448 pb gb CP000462

ATCC 7966T

E. coli K12 4, 639, 675 pb gb U00096

iniciadores; cudntas veces se presentan y en qué
regiones del genoma se localizan.

Las secuencias de los iniciadores
evaluados fueron las propuestas por Versalovic y
colaboradores en 1991, cuyas secuencias son (16):
ERIC-1 5'- ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA
-3'y ERIC-2 5'-AAG TAA GTG ACT GGG GTG
AGC -3".

La alineacion de los iniciadores se realizo
con el programa FASTA version 3.4t21, creado en
1998, ejecutado a través del simbolo del sistema
(MS-DOS).

Material biolégico. El trabajo experimental
se realizd6 empleando el DNA de las cepas de
C. trachomatis serovariedades D (ATCC 94-10
D885-VR UW-3/CX), L2 (ATCC 93-10 902B-
VR LGVII4/34) y L3 (cepa tipificada no ATCC).
El DNA de la cepa de Aeromonas hydrophila
ATCC 7966T fue empleado como control
positivo de la reaccion de amplificacion y DNA
de células McCoy para determinar si interfiere
en la reaccion, ya que a partir de éstas se lleva a
cabo el aislamiento de los CE y CI. El DNA de
C. trachomatis se extrajo mediante tratamiento
con lisozima y proteinasa K (Sigma, México) a
una concentracion de 400 pg/mL. EI DNA de la
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cepa de A. hydrophila y de las células McCoy
se obtuvo mediante el empleo del kit InstaGene
Matrix (Bio-Rad laboratorio, México), siguiendo
las indicaciones del fabricante.

Técnica ERIC-PCR (6,10,16). La amplificacion
de las secuencias ERIC mediante la PCR se
realiz6 en el termociclador T Gradient (Whatman
Biometra, México) en un volumen final de 50 pL.
conteniendo 50 ng del DNA gendmico, Tris-HCI
20 mM (pH 8.4), KCI 50 mM, 50 mM MgClL,
2 mM desoxirribonucleotidos trifosfato (dATP,
dCTP, dGTPy dTTP), iniciadores ERIC 1 y ERIC
2 0.3 uM de cada uno, 2.5 U de Taq polimerasa.
Las condiciones de amplificacion fueron 30 ciclos
de: 1 min a 94°C, 2 min a 52°C y 8 min a 65°C;
una extension final de 16 min a 65°C. Se corrieron
25 pL del amplificado en un gel de poliacrilamida
al 10% w/v usando como regulador TBE 1X (Tris
base 10 mM, acido borico 50 mM, y EDTA 2 mM,
pH 8) a 56 mA durante 3 h. Los geles se tifieron con
Cuadro 2

Numero de veces que se alinean los iniciadores en los
genomas de los microorganismos estudiados

Microorganismo  Iniciador ~ NA S E

C. trachomatis ERIC1 14 68-41 0.31-—3et+02

D/UW-3/CX ERIC2 14 64-35  0.52 - 3e+02

C. trachomatis ERIC 1 9 68-47 0.33-12

434/Bu ERIC2 8 6842 025-13

C. trachomatis/ ERIC 1 9 68-47 0.13-12

;r%)tét%iCSH-l/ ERIC 2 8 62-40 0.25-13

C. trachomatis ERIC 1 9 68-47 0.25-13

AHAR-13 ERIC2 10 6245 033-12

C. muridarum ERIC 1 14 68-50 0.61-31

Nigg ERIC2 14 7348 0.28-26

C. pneumoniae ERIC 1 16 70-48 14- 44

TW-183 ERIC2 16 6646 08345

A. hydrophila ERIC 1 60 67-49  0.19-1.6e+02

ATCC 79661 ERIC 2 NR NR NR

E. coli K12 ERIC 1 59 105-42 0.13 —3.5e+02
ERIC 2 59  105-43 0.22-3.2+02

NA= numero de alineamientos S=valor del score E=valor

de expectacion NR=no hay resultados
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0.5 pg/mL de bromuro de etidio durante 25 min.

RESULTADOS

Analisis in silico. Se recopilaron 8 secuencias
nucleotidicas correspondientes a los géneros
Chlamydia, Chlamydophila, Aeromonas y
Escherichia. Las secuencias se obtuvieron de
la base de datos del NCBI (Cuadro 1). Con el
programa FASTA version 3.4t21, ejecutado a través
del simbolo del sistema (MS-DOS), se determind la
complementariedad de las bases nucleotidicas entre
las secuencias de la bacteria de nuestro interés y
las secuencias de los iniciadores universales ERIC.
Se observo el alineamiento de los iniciadores
ERIC1 y ERIC2 en ambas cadenas del DNA,
forward (+) y reverse (-). El nimero de veces que
se alinean los iniciadores no indica el nimero de
bandas ni su tamafo y tampoco es posible inferir
la cantidad de bandas para C. trachomatis. El
Cuadro 2 presenta las veces que se alinearon los
iniciadores, también se muestran los valores de E y
del Score por separado mediante un guion; debido
a que en cada alineamiento se generan diferentes
valores, en donde el primer numero indica el
primer valor generado en la primera alineacion y
el segundo corresponde al de la ultima alineacion.

Analisis in vitro. Para la amplificaciéon de las
secuencias ERIC, se utilizaron las cepas de
C. trachomatis serovariedades D, L2 y L3. Las
condiciones iniciales de reaccion de la ERIC-
PCR fueron previamente descritas en la seccion
de materiales y métodos. Se encontrd, también,
la presencia de secuencias ERIC en el DNA de la
célula McCoy; por lo que se realizaron PCR en
gradientes de temperatura en un intervalo de 40 a
50°C. Una vez obtenida la temperatura a la cual no
se encontraron amplificaciones en DNA de células
McCoy, se probaron las cepas de C. trachomatis
serovariedades D, L2 y L3. Se determin6 que
la temperatura Optima de alineamiento de los
iniciadores ERIC para C. trachomatis fue de
44°C y la concentracion de DNA fue de 350
ng/uL. En las Figuras 1 y 2 se muestran los
electroferogramas de las secuencias ERIC-PCR
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amplificadas en gradiente de temperatura (40-
46°C) de las cepas de C. trachomatis serovariedad
D y L2, respectivamente.

DISCUSION

Chlamydia trachomatis es una bacteria
de importancia médica, ya que es uno de los
principales agentes causantes de Infecciones de
Transmision Sexual (ITS), que en la mayoria de
los casos cursa de manera asintomatica.

Es importante conocer la diversidad
genética que existe entre cepas de C. trachomatis,
ya que nos permite saber si son las mismas o
diferentes cepas las que causan infeccion en una
cierta poblacion, a pesar de que se conocen cuantas
serovariedades existen. La técnica ERIC se ha
descrito como herramienta util para determinar
la diversidad genética entre cepas de la misma
especie y para tipificar bacterias; esta técnica
se describid para el estudio de bacterias Gram
negativas enterobacterianas, pero se ha utilizado
en otras bacterias Gram negativas como Vibrio
cholerae, en donde se utiliza para diferenciar cepas
patdgenas de no patdgenas; en Rhizobium meliloti
como probable herramienta para identificacion;
en Agrobacterium y Pseudomonas aeruginosa
para una genotipificacion rapida (13,14,17),
por mencionar algunos; y por qué no usarlo en
C. trachomatis si es considerada bacteria Gram
negativa; por lo que se decidio estudiar este tipo
de secuencias ERIC y ver si estaban presentes en la
bacteria en estudio, que nos permitiera considerar
esta técnica como una herramienta alternativa y
mejor para el estudio de la diversidad en cepas de
C. trachomatis aisladas de diferentes poblaciones
y, quizds, también permita tipificarla, ya que
como se mencionod en la introduccidon existen
19 serovariedades de C. trachomatis; pero esto
ultimo se lograria si se analizaran todas las 19
serovariedades se podria observar si existe alguna
diferencia en el nimero de bandas y tamafios. Por
el momento, el propdsito de este estudio fue ver
si estas bandas se encontraban presentes en C.
trachomatis, observar los patrones generados y

Secuencias ERIC en Chlamydia trachomatis
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Figura 1. Electroferograma ERIC-PCR en gradiente (42, 44
y 46°C). Carril 1: Marcador de talla molecular VI. Carriles
2,6,10: Control positivo (DNA A. hydrophila ATCC 7966T).
Carriles 3,7,11: Control negativo (agua estéril). Carriles
4,8,12: DNA C. trachomatis serovariedad D. Carriles: 5,9,13.
DNA célula McCoy
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Figura 2. Electroferograma ERIC-PCR en gradiente (40, 42
y 44°C). Carril 1: Marcador de talla molecular VI. Carriles
2,6,10: Control negativo (agua estéril). Carriles 3,7,11: Control
positivo (DNA 4. hydrophila ATCC 7966 T). Carriles 4,8,12:
DNA C. trachomatis serovariedad L2. Carriles 5,9,13: DNA
célula McCoy
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determinar si éstas se pudieran usar para ver la
diversidad genética de aislados a partir de muestras
clinicas y, por lo tanto, considerar o descartar a la
técnica ERIC-PCR como una nueva herramienta
util en C. trachomatis.

En el presente estudio, se determind in
silico e in vitro la presencia de secuencias ERIC
en C. trachomatis, la cual ha sido descrita como
bacteria de dificil aislamiento y, por lo tanto,
la técnica ERIC-PCR podria convertirse en un
método potencial para tipificacion, identificacion
y epidemiologia de esta bacteria.

Se realiz6 el alineamiento de las secuencias
de los iniciadores ERIC con los genomas de
Chlamydia, Chlamydophila, Aeromonas y
Escherichia, empleando la herramienta
bioinformatica FASTA version 3.4t21. Para validar
el método in silico se estudiaron los genomas
de E. coli y A. hydrophila, con los iniciadores.
El genoma de C. muridarun se estudi6é también
para ver si existian diferencias en el nimero de
alineamientos en bacterias del mismo género
(Chlamydia); no obstante, el resultado mostrd que
el nimero de alineamientos para las dos bacterias
C. trachomatis y C. muridarun fue el mismo (14
alineaciones); lo anterior no necesariamente indica
que se genere la misma cantidad de bandas y del
mismo tamaio. El genoma de C. pneumoniae se
analizo para comparar con las que se presentan
entre bacterias de diferentes géneros, pero que son
de la misma familia.

En los alineamientos generados, se observo
que en el extremo 3’ no hubo apareamiento entre
los primeros pares de bases; por lo tanto, era
probable que experimentalmente tampoco se
generaran estas bandas. No obstante, al hacer en
el laboratorio la técnica ERIC-PCR (ver Figura
1y 2), se observd que tal y como se predijo en
el estudio in silico, C. trachomatis si presentd
secuencias repetitivas ERIC. Ademas, se encontrd
también la presencia de estas secuencias en el
DNA de la célula McCoy, ya que a partir de
ellas se realiza el aislamiento de esta bacteria
y, por lo tanto, si los cuerpos elementales de C.
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trachomatis no se purifican, el DNA de la célula
eucarionte podria interferir dando amplificacion
con la técnica. Una vez obtenida la temperatura a
la cual no se encontraron amplificaciones (44°C)
en células McCoy, se probaron las cepas de C.
trachomatis serovariedades D, L2 y L3.

Por lo anterior, se concluye que C.
trachomatis posee este tipo de secuencias y que
de existir éstas en otras especies y serotipos podria
ser util para tipificarla y conocer la diversidad
genética, como se hace en otras bacterias Gram
negativas en donde se ha empleado la técnica
ERIC. Sin embargo, para establecer si la técnica
ERIC-PCR es ttil para tipificar a C. trachomatis,
es necesario buscar si estas secuencias se obtienen
en todas las 19 serovariedades para poder observar
y comparar los fragmentos que se generen y, asi,
establecer los patrones y ver si existen diferencias
entre el nimero de fragmentos generados y su
tamano.

A pesar de que no se determin6 el tamafio de
los productos generados, si se relacionan el Cuadro
2 y la Figura 2, podemos observar que hubo una
concordancia entre el numero de alineamientos
que fue de 14 y el nimero de bandas generadas que
al contarlas también resultan ser aproximadamente
14, (ver carriles 8 y 12 de las Figuras 1 y 2,
respectivamente); por lo que podemos senalar
que realizar un estudio bioinformatico antes del
trabajo experimental ayuda y orienta a saber qué
resultados, probablemente, se obtendran en la
practica.

Como trabajo futuro, se planea secuenciar
los productos amplificados para confirmar si
las secuencias ERIC corresponden a secuencias
descritas para otras bacterias Gram negativas y
st es posible redisefiar los iniciadores ERIC para
obtener un nuevo y mejor alineamiento en C.
trachomatis. Construir transformantes de las 19
serovariedades de C. trachomatis, con la finalidad
de contar con las mismas y buscar secuencias
ERIC vy, asi, establecer los diferentes patrones
que se generen para cada una de ellas, aislar
cepas de C. trachomatis de exudados cervicales
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y uretrales de pacientes de diferentes poblaciones
y aplicar la técnica ERIC-PCR para estimar/
cuantificar la diversidad genética intraespecifica
y plantear si es posible emplearlo como método
de genotipificacion en estudios epidemiologicos.
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