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INTRODUCCIÓN 

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 últimos años se ha registrado un aumento en el número de casos de infecciones y se 
han informado pequeñas 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 denominó Staphylococcus aureus meticilino resistente adquirido en la 
comunidad (SAMR-AC). 

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

Actualmente, existen diferentes técnicas y marcadores genéticos que ayudan al 
entendimiento de la epidemiología molecular de SAMR, como así también al conocimiento 
de los clones circulantes y la dinámica de su diseminación. Una de esas técnicas, Multilocus 
Sequence Typing (MLST), analiza la secuencia de nucleótidos de fragmentos internos de 
siete genes housekeeping (arcC – aroE – glpF – gmk – pta – tpi – yqiL). A cada secuencia 
se le asigna un número 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 región polimórfica del gen spa y la detección del gen que codifica 

la leucocidina de Panton Valentine (LPV). La región polimórfica del gen spa codifica una 
proteína de superficie conocida como proteína 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 
determinación del tipo de marcador epidemiológico spa y la portación de LPV y 2) identificar 

los clones circulantes en la ciudad de Santa Fe y zona de influencia durante el año 2015.  

METODOLOGÍA 

Muestras 

Se estudiaron 25 Staphylococcus aureus aislados a partir de muestras biológicas de 

pacientes que asistieron al Hospital J. M. Cullen de la ciudad de Santa Fe durante el 
segundo trimestre del año 2015.  

Título del proyecto: “Avances en el conocimiento de las plataformas de resistencia móviles en 
enterobacterias y de la epidemiología molecular de Staphylococcus aureus de importancia clínica”. 
Instrumento: CAI+D 2016 
Año convocatoria: 2017 
Organismo financiador: Universidad Nacional del Litoral (UNL) 
Directora: Méndez, Emilce de los Ángeles 
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Extracción de ADN 

La extracción del ADN cromosómico se realizó 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 utilizó para la extracción de ADN destinado a la detección del 
gen que codifica la LPV y para la determinación del tipo de marcador epidemiológico spa. 
Brevemente, esta técnica consiste en  tomar colonias de cultivos de 24 horas y 
resuspenderlas en 200 μL de agua calidad PCR, obteniendo un inóculo de turbidez 
comparable a 1 Mc Farland. Luego, el inóculo se lleva a ebullición 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 así el ADN genómico de las cepas.  

La técnica recomendada por el sitio oficial de MLST se utilizó para extraer el ADN 
genómico destinado a la determinación de los siete genes housekeeping a través del uso de 
la técnica de MLST. Para ello se aplicó un protocolo previamente validado en la Cátedra de 
Bacteriología Clínica de la FBCB-UNL, en la que se utilizan solventes orgánicos en 
combinación con enzimas líticas.  

El fundamento de usar dos técnicas diferentes fue que la de boiling es más rápida  y 
accesible en comparación con la que utiliza solventes orgánicos y enzimas líticas. Ambas 
resultaron útiles para los diferentes métodos moleculares según estudios de optimización 
realizados por este grupo de trabajo.   

Detección de genes housekeeping, marcador epidemiológico spa y portación de gen 
que codifica la LPV 

Para todas las metodologías se realizaron PCRs de punto final sobre el ADN 
genómico aislado según se explica en la sección anterior. Para la detección de genes 
housekeeping mediante técnica MLST se aplicó el protocolo propuesto por Enright y col. 
(2000) y, de esta manera, determinar el ST de cada muestra.  

Para la determinación de tipo de marcador epidemiológico spa, se puso a punto el 

procedimiento descripto por Harmsen y col (2003).  
Para la detección de portación del gen que codifica la LPV se siguió el protocolo 

descripto por Lina y col.  

Análisis de los productos de PCR 

Se corroboró la amplificación y el tamaño de los productos de PCR mediante 
electroforesis en gel de agarosa al 2 % a 100 V durante 30 minutos, corriendo en simultáneo 
un marcador de peso molecular. Para la visualización de los transcriptos, el gel fue teñido 
con GelRed y transiluminado con luz UV.  

Para el caso del gen que codifica la LPV, la observación 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, razón por la cual no 
es necesaria su purificación. 

Purificación de los productos de PCR para spa y MLST 

La purificación de los productos de PCR se realizó por precipitación con 
polietilenglicol (PEG) para  eliminar subproductos, primers y dNTPs que interfieren en la 
secuenciación. Para ello, cada producto se mezcló separadamente con PEG-6000 al 
20%/2,5 M de NaCl, se incubó a 37°C durante 15 minutos y se centrifugó a 12000 rpm por 
15 minutos. Tras descartar el sobrenadante, se agregó etanol 70% frío y se centrifugó a 
12000 rpm durante 2 minutos. Esta última operación se repitió una vez más. Tras descartar 
el sobrenadante, cada pellet se secó en estufa a 37°C durante toda la noche. Finalmente, 

los mismos se resuspendieron en agua calidad PCR y se los conservó a 4°C para su 
posterior cuantificación.  

http://www.mlst.net/
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Para la medición de la concentración de los productos purificados se realizó lectura 
en espectrofotómetro digital (NANODrop LTE spectrophotometer thermo scientific).  

Secuenciación de los productos génicos 

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

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

Determinación del tipo spa 

Las secuencias obtenidas fueron verificadas utilizando el software Chromatogram y 
expresadas en formato FASTA. A partir de éste, se identificó el número de repeticiones 
(secuencias cortas de nucleótidos) presentes en la región X del gen spa que es un marcador 
de locus único utilizado en la tipificación 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 cargó en la página http://spa.ridom.de/spatypes.shtml, la 
cual dio como resultado el tipo de spa de cada muestra.  

Determinación del ST 

Se utilizó el software Chromas 2.6.3. (Technelysium Pty Ltd) para la visualización de las 
secuencias de nucleótidos de los productos amplificados y de los cromatogramas obtenidos 
para los siete genes housekeeping de cada una de las muestras. El cromatograma 
proporciona un gráfico de señal en función del tiempo de la secuencia ordenada de 
nucleótidos (previamente marcados con fluoróforos). Mediante la base de datos provista en 
http://saureus.mlst.net  se le asignó a cada secuencia su número de alelo. Luego, la 
combinación de los siete alelos permitió 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 clínicas de pacientes y 
caracterización genotípica. 

Tipo 

spa 
ST 

PROCEDENCIA LPV 

PPB SANGRE 
LÍQUIDO 

PLEURAL 

LAVADO 
BRONCO-

ALVEOLAR 

LÍQUIDO 
ASCÍTICO COM. HOSP. 

COM. HOSP. 

+ - + - 

t002 5 1 4  1  4 3 1  1  

t019 30 8 8 7 1 7 1 13 1 1 1  

t024 8  1    1 1     

t214 5  1    1    1  

t311 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 clínicas de pacientes 
hospitalarios, mientras que el 36% restante, de la comunidad. La muestra biológica de la 
cual se aislaron SAMR con mayor frecuencia fue PPB, seguida por lavado broncoalveolar, 
sangre y otros líquidos de punción.  

http://spa.ridom.de/repeats.shtml
http://saureus.mlst.net/
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La mayoría de las cepas se caracterizaron molecularmente como: ST30, spa t019 y  
LPV positivas, coincidente con la bibliografía nacional.  

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

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

Los clones tienen características particulares referidas al perfil de sensibilidad a los 
antimicrobianos (no mostrados) que permiten, una vez conocidos aquellos prevalentes en la 
región, tomar conducta terapéutica antibiótica empírica basada en el conocimiento de la 
epidemiología de los SAMR frente a infecciones por este microorganismo.  
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