® ENCUENTRO
DE JOVENES
INVESTIGADORES

ANALISIS DE LA CARACTERIZACION MOLECULAR DE Staphylococcus
aureus METICILINO RESISTENTES Y DISEMINACION DE CLONES EN LA
CIUDAD DE SANTA FE Y ZONA DE INFLUENCIA

Garberi, Maria Sol*

'Catedra de Bacteriologia Clinica — FBCB — UNL
Directora: Méndez, Emilce de los Angeles
Codirectora: Baroni, Maria Rosa

Area: Ciencias Biolégicas
INTRODUCCION

Staphylococcus aureus meticilino resistente (SAMR) es uno de los principales grupos
de microorganismos causantes de infecciones asociadas al cuidado de la salud (SAMR-AH).
En los dltimos afios se ha registrado un aumento en el nimero de casos de infecciones y se
han informado pequefias epidemias en individuos carentes de contacto con el mundo
hospitalario o de factores predisponentes. A la cepa causante de infecciones en este tipo de
individuos se la denomind Staphylococcus aureus meticilino resistente adquirido en la
comunidad (SAMR-AC).

Los SAMR-AC constituyen en muchos paises la causa més frecuente de infecciones
de piel y partes blandas (PPB) pudiendo causar en algunos casos infecciones invasivas mas
severas. El grupo de los SAMR-AC se caracteriza por afectar principalmente a individuos
jévenes, sin comorbilidades en los cuales, situaciones tales como contacto directo de piel
infectada o con fomites contaminados facilitarian la transmisién del agente causal.

Actualmente, existen diferentes técnicas y marcadores genéticos que ayudan al
entendimiento de la epidemiologia molecular de SAMR, como asi también al conocimiento
de los clones circulantes y la dinAmica de su diseminaciéon. Una de esas técnicas, Multilocus
Sequence Typing (MLST), analiza la secuencia de nucleétidos de fragmentos internos de
siete genes housekeeping (arcC — aroE — glpF — gmk — pta — tpi — yqiL). A cada secuencia
se le asigna un numero particular de alelo que, en conjunto, permiten determinar su
secuenciotipo (ST). Entre los diferentes marcadores génicos que pueden utilizarse se
encuentran el estudio de la regién polimérfica del gen spa y la deteccion del gen que codifica
la leucocidina de Panton Valentine (LPV). La region polimérfica del gen spa codifica una
proteina de superficie conocida como proteina A que protege a la bacteria de los
mecanismos de defensa del huésped. La leucocidina de Panton Valentine (LPV) es una
citotoxina que destruye la célula alterando la permeabilidad de su membrana.

OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo fueron 1) caracterizar molecularmente las colonias
de SAMR aisladas de pacientes infectados mediante el uso de la técnica MLST, la
determinacion del tipo de marcador epidemiolégico spa y la portacién de LPV y 2) identificar
los clones circulantes en la ciudad de Santa Fe y zona de influencia durante el afio 2015.

METODOLOGIA
Muestras

Se estudiaron 25 Staphylococcus aureus aislados a partir de muestras bioldgicas de
pacientes que asistieron al Hospital J. M. Cullen de la ciudad de Santa Fe durante el
segundo trimestre del afio 2015.

Titulo del proyecto: “Avances en el conocimiento de las plataformas de resistencia méviles en
enterobacterias y de la epidemiologia molecular de Staphylococcus aureus de importancia clinica”.
Instrumento: CAI+D 2016

Afio convocatoria: 2017

Organismo financiador: Universidad Nacional del Litoral (UNL)

Directora: Méndez, Emilce de los Angeles
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Extracciéon de ADN

La extraccion del ADN cromosémico se realiz6 mediante dos técnicas diferentes:
Técnica de boiling y la Técnica recomendada por el sitio oficial de MLST (www.mlst.net).

La técnica de boiling se utilizo para la extraccion de ADN destinado a la deteccion del
gen que codifica la LPV y para la determinacion del tipo de marcador epidemioldgico spa.
Brevemente, esta técnica consiste en tomar colonias de cultivos de 24 horas y
resuspenderlas en 200 uL de agua calidad PCR, obteniendo un inéculo de turbidez
comparable a 1 Mc Farland. Luego, el in6culo se lleva a ebullicion por 15 minutos y se
centrifuga a 13000 r.p.m. durante 2 minutos. Finalmente, se extrae el sobrenadante y se
descarta el pellet, obteniendo asi el ADN gendmico de las cepas.

La técnica recomendada por el sitio oficial de MLST se utilizé para extraer el ADN
gendmico destinado a la determinacion de los siete genes housekeeping a través del uso de
la técnica de MLST. Para ello se aplicé un protocolo previamente validado en la Catedra de
Bacteriologia Clinica de la FBCB-UNL, en la que se utilizan solventes organicos en
combinacién con enzimas liticas.

El fundamento de usar dos técnicas diferentes fue que la de boiling es mas rapida y
accesible en comparacién con la que utiliza solventes organicos y enzimas liticas. Ambas
resultaron Utiles para los diferentes métodos moleculares segun estudios de optimizaciéon
realizados por este grupo de trabajo.

Deteccion de genes housekeeping, marcador epidemioldgico spa y portacién de gen
gue codifica la LPV

Para todas las metodologias se realizaron PCRs de punto final sobre el ADN
gendmico aislado segun se explica en la seccion anterior. Para la deteccion de genes
housekeeping mediante técnica MLST se aplicé el protocolo propuesto por Enright y col.
(2000) y, de esta manera, determinar el ST de cada muestra.

Para la determinacién de tipo de marcador epidemiolégico spa, se puso a punto el
procedimiento descripto por Harmsen y col (2003).

Para la deteccion de portacion del gen que codifica la LPV se siguié el protocolo
descripto por Lina y col.

Andlisis de los productos de PCR

Se corrobor6 la amplificacion y el tamafio de los productos de PCR mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2 % a 100 V durante 30 minutos, corriendo en simultaneo
un marcador de peso molecular. Para la visualizacién de los transcriptos, el gel fue tefiido
con GelRed y transiluminado con luz UV.

Para el caso del gen que codifica la LPV, la observacion de una determinada banda
en el gel de agarosa, de un peso molecular aproximado de 430 pares de bases, permite
detectar su presencia. Estos productos no son enviados a secuenciar, razén por la cual no
es necesaria su purificacion.

Purificacion de los productos de PCR para spay MLST

La purificacion de los productos de PCR se realiz6 por precipitacibn con
polietilenglicol (PEG) para eliminar subproductos, primers y dNTPs que interfieren en la
secuenciacion. Para ello, cada producto se mezcl6 separadamente con PEG-6000 al
20%/2,5 M de NacCl, se incubé a 37°C durante 15 minutos y se centrifugé a 12000 rpm por
15 minutos. Tras descartar el sobrenadante, se agregd etanol 70% frio y se centrifugd a
12000 rpm durante 2 minutos. Esta Ultima operacion se repitié una vez mas. Tras descartar
el sobrenadante, cada pellet se sec6 en estufa a 37°C durante toda la noche. Finalmente,
los mismos se resuspendieron en agua calidad PCR y se los conservé a 4°C para su
posterior cuantificacion.
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Para la medicién de la concentracion de los productos purificados se realiz6 lectura
en espectrofotémetro digital NANODrop LTE spectrophotometer thermo scientific).

Secuenciacién de los productos génicos

Una vez purificados, los productos de PCR se enviaron a la Unidad de Gendmica del
Instituto de Biotecnologia — INTA Hurlingham (Buenos Aires, Argentina), para ser
secuenciados.

La secuenciacion automatica fue llevada a cabo mediante la técnica de Sanger y
resuelta por electroforesis capilar. Los primers utilizados en la secuenciacion coinciden con
los utilizados para la amplificacién.

Determinacion del tipo spa

Las secuencias obtenidas fueron verificadas utilizando el software Chromatogram y
expresadas en formato FASTA. A partir de éste, se identificdé el nUmero de repeticiones
(secuencias cortas de nucleétidos) presentes en la regién X del gen spa que es un marcador
de locus Unico utilizado en la tipificacion de dicho gen. Luego se determinaron dichas
repeticiones mediante el software online http://spa.ridom.de/repeats.shtml. Finalmente, la
serie de repeticiones arrojada se carg6 en la pagina http://spa.ridom.de/spatypes.shtml, la
cual dio como resultado el tipo de spa de cada muestra.

Determinacién del ST

Se utilizé el software Chromas 2.6.3. (Technelysium Pty Ltd) para la visualizacion de las
secuencias de nucledtidos de los productos amplificados y de los cromatogramas obtenidos
para los siete genes housekeeping de cada una de las muestras. El cromatograma
proporciona un grafico de sefial en funcién del tiempo de la secuencia ordenada de
nucledtidos (previamente marcados con fluoroforos). Mediante la base de datos provista en
http://saureus.mlist.net se le asigné a cada secuencia su numero de alelo. Luego, la
combinacion de los siete alelos permitié determinar el ST de cada muestra.

RESULTADOS/CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Procedencia de SAMR estudiados a partir de muestras clinicas de pacientes y
caracterizacion genotipica.

PROCEDENCIA |  LPV
. . LAVADO | |
Tipo| or com. [Hosp.|PPB sANGRE '2UPD  BrRONCO-  IAJDO
spa COM. | HOSP. ALVEOLAR

+ -+ -

0oz 5 [ 1 4 1[ Ta 1 1
01930 | 8 s |7/1|7]1]13 1 1 1
024 1 1| 1
214 1 1 1
61| 5 2 2 1 1

COM. = adquirido en la comunidad; HOSP. = Intra-hospitalario; LPV = Leucocidina de Panton-
Valentine; PPB = Piel y partes blandas; ST = secuenciotipo.

Del total de cepas caracterizadas, el 64% provino de muestras clinicas de pacientes
hospitalarios, mientras que el 36% restante, de la comunidad. La muestra biol6gica de la
cual se aislaron SAMR con mayor frecuencia fue PPB, seguida por lavado broncoalveolar,

sangre y otros liquidos de puncidn.


http://spa.ridom.de/repeats.shtml
http://saureus.mlst.net/

® ENCUENTRO
DE JOVENES
INVESTIGADORES

La mayoria de las cepas se caracterizaron molecularmente como: ST30, spa t019 y
LPV positivas, coincidente con la bibliografia nacional.

La importancia de este estudio radica en conocer los clones circulantes, lo que
permite identificar aquellos esporadicos y que, en un futuro, pueden transformarse en
epidémicos, evento epidemiol6gico que va cambiando a lo largo del tiempo.

Por otra parte, es posible aplicar medidas de control de infeccién para evitar la
diseminacion de los mismos.

Los clones tienen caracteristicas particulares referidas al perfil de sensibilidad a los
antimicrobianos (no mostrados) que permiten, una vez conocidos aquellos prevalentes en la
region, tomar conducta terapéutica antibitica empirica basada en el conocimiento de la
epidemiologia de los SAMR frente a infecciones por este microorganismo.
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