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RESUMEN

Este estudio observacional descriptivo de corte transverso tuvo por objetivo estandarizar
una PCR multiple para la deteccion simultdnea de los genes mecA y pvl en
Staphylococcus spp. Se emplearon como cepas control: S. aureus ATCC 25923, S. aureus
ATCC 43300 y un aislado de S. aureus portador de los genes mecA y pvl. La extraccién de
ADN se realizd por el método de ebullicion. El limite de deteccidn se establecié por medio
de diluciones seriadas de ADN. Se determind la aplicabilidad de la PCR multiple testando
41 aislados de S. aureus y 51 Estafilococos coagulasa negativo (ECN) previamente
caracterizados por métodos fenotipicos en noviembre del afio 2009. Los productos de PCR
fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa al 2% previa tincién con bromuro
de etidio. Los productos de amplificacion de la PCR multiple presentaron tamafio esperado
de 533pb y 433pb para los genes mecA y pvl respectivamente, con limites de deteccion
de hasta 0,5 ng/uL. El gen mecA se detectd en 13 (31,7%) aislados de S. aureus y en 29
(56,7%) ECN. El gen pv/ se detectd en 2 (4,9%) S. aureus y no fue detectado en ECN. La
presencia del gen mecA tuvo 100% de concordancia con los métodos fenotipicos. Esta
técnica es una herramienta util en la confirmacion de cepas de Estafilococos meticilino
resistentes e identificacion del gen pv/, ademas de ser relativamente sencilla con Ia
ventaja de detectar ambos genes en una sola reaccion.

Palabras claves: Staphylococcus aureus, Estafilococos coagulasa negativos, meticilino
resistencia, gen mecA, gen pvl.

ABSTRACT

The aim of this cross sectional observational study was to standardize a multiplex PCR
for simultaneous detection of mecA and pv/ genes in Staphylococcus spp. S. aureus
strains ATCC 25923 and S.aureus ATCC 43300 were used as controls as well as an isolate
of S. aureus carrying mecA and pv/ genes. The boiling method was performed for DNA
extraction and the detection limit was established by serial dilutions of DNA. We
determined the applicability of the multiplex PCR by testing 41 isolates of S. aureus and
51 coagulase negative staphylococci (CNS) previously characterized by phenotypic
methods in november 2009. The PCR products were visualized by agarose gel
electrophoresis in 2% after ethidium bromide staining. The size of the amplified products
of the multiplex PCR corresponded to those expected, 433bp for mecA and 533bp for pv/,
with detection limits up to 0.5 ng/uL. The mecA gene was detected in 13 (31.7%) isolates
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of S. aureus and 29 (56.7%) CNS. The pv/ gene was detected in 2 (4.9%) isolates of S.
aureus and was not detected in CNS. A 100% concordance was obtained between the
presence of mecA and phenotypic methods. This technique is a useful tool in the
confirmation of methicillin-resistant Staphylococcus strains and identification of the pv/
gene, in addition to being relatively simple, with the advantage of detecting both genes in
a single reaction.

Keywords: Staphylococcus aureus, coagulase negative staphylococci, methicillin,
resistance, mecA, pvl.

INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas constituyen una de las primeras causas de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial y Staphylococcus aureus es una de las especies mas
comunmente implicadas en estas infecciones (1). Asi mismo, otros microorganismos del
género Staphylococcus son de gran transcendencia clinica como algunas especies de
estafilococos coagulasa negativa (ECN), Enterococcus y Streptococcus (2).

Uno de los principales desafios que enfrentan hoy en dia los sistemas de salud a nivel
mundial, es el gran aumento de la resistencia a los antimicrobianos. El género
estafilococo, principalmente S. aureus, ha desarrollado resistencia a practicamente todas
las familias de antibidticos (1). Las primeras cepas de S. aureus resistentes a meticilina
(SARM) surgen a partir de 1960, apenas unos afios después de haber sido introducida
como tratamiento(3). A partir de la aparicion de estas primeras cepas, la resistencia a
meticilina fue aumentado en gran manera en todo el mundo (1,4-7).

La resistencia a meticilina esta codificada por el gen mecA, el cual codifica una proteina
de union a penicilina alterada, la PBP2a, de baja afinidad a los antibidticos
betalactamicos. Existen diferentes tipos de PBPs, éstas son responsables del proceso de
transpeptidacion durante la sintesis de la pared celular y son sitio blanco de accion de los
antibiodticos betalactdmicos. Las bacterias que expresan la PBP2a pueden seguir
sintetizando su pared celular aun en presencia de éstos antibidticos, por lo que la
presencia del gen mecA confiere resistencia a todos los antibidticos betalactamicos sin
excepcion (1). El gen mecA se encuentra dentro del casete cromosémico estafilococcico,
elemento genético movil que contiene: el complejo mec, el complejo ccr que codifica para
recombinasas responsables de la movilidad, y regiones accesorias J-junkyard que son
componentes no esenciales del casete, que pueden llevar determinantes adicionales de
resistencia a antibidticos no betalactdamicos (8,9).

Por mucho tiempo el SAMR fue considerado un germen exclusivamente nosocomial -
(SAMR adquirido en los hospitales [SAMR-AH]), sin embargo en los Ultimos afios éste
germen ha emergido como causa importante de infecciones adquiridas en la comunidad,
estas cepas se caracterizan, por la presencia de un factor de virulencia Illamado
leucocidina de Panton-Valentine (PVL), codificada por dos genes co-transcriptos lukS/F-PV
que causa destruccion de leucocitos y necrosis tisular, generalmente producen infecciones
de piel y partes blandas y los casos mas graves estan asociados a neumonias
necrotizantes y sepsis (10,11).

La rapida y precisa deteccion de SAMR es importante para guiar una apropiada terapia
antibidtica y evitar la diseminacion nosocomial de éstas cepas. Errores en la deteccion de
la meticilino resistencia tienen graves consecuencias, un resultado de falsa sensibilidad
puede dar lugar a una falla de tratamiento, y un resultado de falsa resistencia implica un
alto costo por tener al paciente aislado y por el uso innecesario de glucopéptidos, con el
consecuente riesgo de seleccion de resistencia a éste antibiotico(12). El CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute), ha recomendado inicialmente para la deteccion
fenotipica de la meticilino resistencia, el uso de discos de oxacilina, luego la utilizacién de
discos de cefoxitina, introduciendo recientemente modificaciones en los puntos de corte;
también recomiendan la prueba de aglutinacion en latex para la deteccién de la proteina
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PBP2a o placas de agar Mueller-Hinton suplementado con NaCl al 4% como métodos
alternativos para detectar la meticilino resistencia(13). La expresion fenotipica de la
meticilino resistencia puede ser heterogénea e influenciada por las condiciones de cultivo
como temperatura, tiempo de incubacién, pH y contenido de NaCl del medio, entre otros,
lo que dificulta su estandarizacion(14). La deteccién exacta y rapida de aislados meticilino
resistentes actualmente constituye un desafio para los laboratorios y las técnicas
moleculares de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se han convertido en una
herramienta esencial.

Debido a la necesidad de contar en nuestro pais de un método confirmatorio de la
meticilino resistencia y poder detectar la presencia del factor de virulencia PVL, este
trabajo tuvo por objetivo estandarizar una técnica de PCR multiple para la deteccién
simultanea de los genes mecA y pvl en Staphylococcus spp.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas: En este estudio observacional descriptivo de corte transverso
fueron utilizados un total de 95 aislados de estafilococos incluyendo 3 cepas control de S.
aureus (ATCC 25923, ATCC 43300 y S. aureus portador de los genes mecA y pvl, las
caracteristicas fenotipicas y genotipicas de estas cepas se describen en la tabla 1), 41
aislados de S. aureus obtenidos de trabajadores de la salud y 51 aislados clinicos de ECN,
previamente caracterizados por métodos fenotipicos convencionales y remitidos al
laboratorio de biologia molecular en noviembre del afio 2009.

Pruebas de identificacion y de susceptibilidad a los antimicrobianos: La
identificacion de las especies se realizd por métodos microbioldgicos
convencionales(15,16). La resistencia a meticilina fue detectada por el método de difusién
con discos utilizando discos de oxacilina (1 pg-Oxoid) y cefoxitina (30 pg-BioRad)
siguiendo las recomendaciones del CLSI(13). En los aislados de ECN se detectd la
presencia de la PBP2a por el método comercial de aglutinacién (Oxoid).

Extraccion de ADN: La extraccién de ADN se realizd por el método de ebullicién segin
lo describen Zhang y col con algunas modificaciones(17). Las colonias frescas de 24-48
horas fueron suspendidas en 400 yL de agua destilada estéril, llevadas a ebulliciéon por 15
min y luego centrifugadas por 5 min a 15000 rpm. El sobrenadante conteniendo el ADN
fue conservado a -20°C.

Amplificacion por PCR: Los cebadores utilizados para la deteccién de los genes mecA
y pvl fueron los descriptos previamente por Murakami y col.(18) y Lina y col.(19)
respectivamente. En primer lugar se realizé la amplificacion de regiones de los genes
mecA y pvl en forma individual y luego se estandarizd la PCR multiple para la deteccién
simultdnea de ambos genes. Las condiciones éptimas de la PCR multiple se obtuvieron
modificando las concentraciones de MgCl,, cebadores y condiciones de termociclado,
siendo las dptimas las que se describen a continuacion: buffer 1X (Fermentas, EU), dNTPs
0,4 mM (Bioline, UK), cebadores mecA-R, mecA-F, [uk-PV-1 y [|uk-PV-2 0,5 uM
(Genbiotech, AR), MgCl, 2,0 mM (Fermentas, EU), Taq polimerasa 1 U (Fermentas, EU) y
agua tridestilada. Para la reaccidon de PCR se utilizé 2,5 L de ADN molde obtenido por el
método de ebullicion en un volumen total de reaccion de 25 pL. Se mantuvieron las
condiciones de termociclado correspondiente al protocolo de Murakami y col.(18)

El limite de deteccién tanto de la PCR convencional como de la PCR multiple se
estableciéo por medio de diluciones seriadas de ADN de la cepa control portadora de los
genes mecA y pvl, previa extraccién con un kit comercial de purificacion de ADN (Wizard-
Promega®, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los productos de PCR fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa al
2% (100V, 45 min). Los tamafios de bandas se verificaron corriendo en paralelo un
marcador de peso molecular de 100 pb (Bioline, UK) y visualizados utilizando un
transiluminador UV previa tincidon con bromuro de etidio.
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Para determinar la aplicabilidad de la PCR multiple se analizaron 41 aislados de S.
aureus obtenidos de trabajadores de la salud y 51 ECN aislados de muestras clinicas,
previamente caracterizados por métodos fenotipicos convencionales (15,16).

Asuntos estadisticos: Los datos fueron introducidos y almacenados en una base de
datos, utilizando una planilla electrénica, se utilizé la herramienta Microsoft Excel.

Asuntos éticos: El protocolo del estudio fue aceptado por el Comité Cientifico y Etico
del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud. Se mantuvo la confidencialidad
de los datos.

Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas controles

Cepa Caracteristica de la cepa Fe(r:))(g;: ° (luk SG/eI-'Ijg:;?;ecA)
ATCC 25923 PVL -, MSSA s -
ATCC 43300 PVL -, MRSA R -+
S. aureus PVL+, MRSA R ¥, +

PVL: leucocidina de Panton Valentine, SAMS: S. aureus meticilino sensible, SAMR: S. aureus
meticilino resistente, S: sensible, R: resistente, Oxa: oxacilina, (+): positivo, (-): negativo.

RESULTADOS

Previa a la estandarizacién de la técnica de PCR multiple, se realizé la amplificacion de
ambos genes en forma individual utilizando las cepas controles que se detallan en la tabla
1. Los tamafios de los fragmentos obtenidos fueron de 533 pb para el gen mecA y 433 pb
para el gen pv/ (figura 1), con limites de deteccién de 0,5 ng/pL y 0,005 ng/uL
respectivamente, lo que corresponde a aproximadamente 5x10° UFC/uL y 5x10* UFC/pL.

1 2 3 45 6 7 8 9

533p 433 pb

mecA pvl

Figura 1. Productos de amplificacion de PCR para la deteccion del gen mecA y pvl. Agarosa
al 2%. Carriles: 1 y 6. Control negativo de la reaccién de PCR (agua tridestilada), 2. Control mecA+
(ATCC43300), 3. LSAU5/1 mecA+, 4 y 9. Control muestra (ATCC 25923), 5. Marcador de 100pb
(bioline, UK), 7. Cepa control mecA+ pv/+ 8. LSAU22/1 pvi+.

Utilizando como referencia los protocolos de Murakami y col. (18) y Lina y col. (19) se
estandarizé una PCR multiple para detectar ambos genes en una sola reaccion. Para la
estandarizacién se utilizé ADN de S. aureus portador de ambos genes (mecA y pvl), se
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probaron concentraciones de MgCl, que fueron del rango de 1,0 mg/dL a 2,5 mg/dL,
también se variaron las concentraciones de dNTPs y las condiciones de termociclado,
guedando como o6ptimas aquellas que se detallan en materiales y métodos. Los productos
de amplificacién producidos por la PCR multiple corresponden a los esperados (533 pb y
433 pb para los genes mecA y pvl respectivamente), la amplificacion de ambos genes
empleando la cepa de S. aureus ATCC 25923 utilizada como control negativo no genero
producto de amplificacion (figura 3). Para verificar si el uso de ambos cebadores en la
PCR multiple podria variar el limite de deteccién de alguno de los genes blanco de
amplificacion, se realizé la amplificacion de diluciones seriadas de ADN de la cepa control
de S. aureus portadora de ambos genes. Se encontré que en éstas condiciones, el limite
de deteccion de ADN tanto para el gen mecA y el gen pvl fue de 0,5 ng/uL, que
corresponde a aproximadamente 5x10° UFC/pL.

533 pb
433pb

Figura 3. Productos de amplificacion de la PCR miuiltiple para la deteccion de los genes
mecA y pvl. Agarosa 2%. Carriles: 1. Marcador de 100pb, 2. Control negativo de la reaccién de
PCR (agua tridestilada), 3. Control mecA+pv/+, 4.Control mecA+ (ATCC43300), 5. LSAU22/1
muestra pv/+, 6. LSAU1/1 muestra negativa, 7. LSAU5/1 Muestra mecA +, 8. Control negativo
(ATCC 25923).

Para determinar la aplicabilidad de la PCR multiple, se analizaron 41 aislados de S.
aureus obtenidos de trabajadores de la salud y 51 ECN aislados de muestras clinicas. El
gen mecA se detect6 en 13 (31,7%) aislados de S. aureus y en 29 (56,7%) ECN. El gen
pvl se detecté en 2 (4,9%) S. aureus y no fue detectado en ECN. Los resultados
moleculares de deteccidn del gen mecA tuvieron 100% de concordancia con los métodos
fenotipicos de deteccidn (tabla 2).
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Tabla 2. Concordancia entre métodos fenotipicos y resultados de la PCR

Especies Fenotipo N° de aislados Genotipo
(n) oxa/fox PBP2a latex n (%) mecA Pvi
S. aureus S nt 26 (63,4) - -
(n=41) S nt 2 (4,9 - +
R nt 13 (31,7) + -
ECN S - 29 (56,9) - -
(n=51) R + 22 (43,1) + -

oxa: oxacilina, fox: cefoxitina, PBP: proteina de unién a penicilina, S: sensible, R: resistente, nt:
no testado, (+): positivo, (-): negativo.

DISCUSION

Debido al gran aumento que se ha producido en los ultimos anos en la resistencia a los
antibidticos utilizados con mayor frecuencia en los tratamientos de las infecciones
estafilocdccicas se requiere una deteccidon precoz y eficaz de los mecanismos implicados,
para asi poder orientar e incluso modificar las estrategias terapéuticas (2).

Con este trabajo se logré implementar de forma eficiente y por primera vez en nuestro
pais, un sistema de PCR multiple para la deteccién simultanea de los genes mecA y pvi,
disminuyendo de esta manera el costo y tiempo utilizado que si se lo realiza de forma
individual. Varios autores han desarrollado técnicas de PCR para la deteccidon de estos
genes que utilizan ensayos en forma separada o PCR multiples con métodos comerciales
de extraccion, o técnicas de PCR en tiempo real, con lo que aumentan los costos y la
complejidad de la técnica dificultando su aplicacién en diversos laboratorios de nuestro
pais (18-20).

Nuestra técnica utiliza un método de extraccion de ADN sumamente sencillo y practico
gue no requiere la utilizacién de reactivos costosos ni téxicos y puede ser realizada en un
tiempo relativamente corto. Se han reportado diferentes métodos de extraccion que
requieren la utilizacién de enzimas liticas como lisostafina y solventes organicos como
fenol-cloroformo (21,22). Perez-Roth y col. han reportado un método aun mas practico
realizado a partir tan solo de una colonia, no encontrando diferencias con los otros
métodos descritos (23).

La limitacién de la técnica descrita en este trabajo se da con aquellos aislados en los que
no se obtiene amplificacién y que podrian ser causados por la presencia de inhibidores de
la reaccién de PCR. Mc CLure y col.(24), en el afio 2006, desarrollaron una técnica de PCR
multiple para la detecciéon simultéanea de los genes mecA y pvl, este grupo de
investigadores utilizaron como control interno la amplificacion de una regién del gen 16S
rRNA. Asi también, otros autores han utilizado otras secuencias blanco especificas para la
identificacion de S. aureus como los genes nuc y femB (23,25,26). Por este motivo
queremos incluir un tercer gen a amplificar correspondiente a un control interno de
estafilococos, que permitira evaluar la calidad del ADN extraido y la presencia de
inhibidores de amplificacion.

Los métodos fenotipicos utilizados para la deteccién de la meticilino resistencia requiere
de la expresion de la PBP2a, ésta puede ser heterogénea e influenciada por las
condiciones de cultivo, por lo que es necesario contar con métodos confirmatorios como lo
es la deteccion del gen mecA por la prueba de amplificacion de ADN por PCR que es
considerada el método de referencia (14,27). Con respecto al factor de virulencia PVL,
diversos estudios han mostrado que la presencia de este gen esta asociada con un gran
aumento en la severidad de la enfermedad (3,28-30), de ahi la necesidad de detectar
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esta toxina de manera a adoptar todas las medidas necesarias para evitar su transmision
y diseminacion. Se han reportado diferentes métodos de deteccién de la toxina de PVL, y
la deteccién por PCR es una forma rapida y practica de realizar (19,31-33).

Con nuestros aislados obtuvimos 100% de concordancia entre el método fenotipico y
molecular en la deteccion de la meticilino resistencia, sin embargo, grupos de
investigacion de Dinamarca y Reino Unido han reportado en el afo 2011, nuevos
homadlogos del gen mecA, que presentan diferencias en la secuencia de ADN y que no son
detectables por métodos moleculares descritos con anterioridad (34,35). Guillén y col.
(36), en nuestro pais, encontraron 2 aislados de S. aureus portadores de una variante del
gen mecA que no genera producto de PCR utilizando los cebadores descritos por
Murakami y col. (18), sin embargo si puede ser detectado empleando los oligonucleétidos
degenerados descritos por Garcia-Alvarez y col. (35), en junio del afio 2011, poniendo de
manifiesto la variabilidad genética de las cepas de S. aureus circulantes en nuestro pais.
Por este motivo seria importante analizar la presencia de un homadlogo del gen mecA en
aquellos casos en que no se observe concordancia, o buscar otros mecanismos de
resistencia como la hiperproduccion de batalactamasa o la alteracion de otras
PBPs(35,37,38).

Por otro lado, esta técnica también fue utilizada en la caracterizacion de aislados de ECN
de muestras clinicas en las que se obtuvo 100% de correlacién entre la detecciéon del gen
mecA por PCR y el método comercial de aglutinacion que detecta la PBP2a, sin embargo
con el método de difusién utilizando discos de cefoxitina se obtuvo un resultado
discordante, se detectd la presencia del gen mecA en un aislado meticilino sensible por el
método de difusion (39). Varios estudios muestran muy buena sensibilidad y especificidad
entre los métodos fenotipicos y moleculares en la detecciéon de la meticilino resistencia
con S. aureus, sin embargo para ECN se han reportado disminucién en la exactitud de los
métodos fenotipicos en comparaciéon con la detecciéon de gen mecA por PCR (37,40).

La técnica de PCR multiple descrita en este trabajo es una herramienta util en la
confirmacion de aislados de Estafilococos meticilino resistentes y en la identificaciéon del
gen pvl. Representa una herramienta Gtil para ayudar en la identificacion temprana de
cepas de SAMR-AC, en donde la identificacion rapida y precisa es un paso importante
para controlar la diseminacion; ademas es una técnica relativamente sencilla capaz de
detectar ambos genes en una sola reaccion y puede ser aplicada a cualquier laboratorio
de biologia molecular.
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