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Identificacion de Haemophilus influenzae ,
Streptococcus pneumoniae 'y Neisseria meningitidis
por reaccion en cadena de la polimerasa

Eliana Parra, Elizabeth Castafieda, Jaime Moreno
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Introduccion. Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae y Neisseria meningitidis
son los principales patégenos humanos causantes de meningitis.

Objetivo. Se evaluaron los iniciadores omp2, IytA y crgA en el desarrollo de una reaccién en
cadena de la polimerasa multiple, para la identificacién simultanea de los tres principales
microorganismos responsables de la meningitis bacteriana.

Materiales y métodos. Se evaluaron en un formato de PCR multiple los iniciadores para la
proteina de membrana externa (omp2, 1.000 pb) de H. influenzae, la autolisina A (LytA, 395
pb) de S. pneumoniae y el gen regulador de contacto A (cgrA, 230 pb) de N. meningitidis y se
determiné la sensibilidad y la especificidad de la técnica.

Resultados. Se obtuvieron resultados reproducibles con una concentraciéon de 50 nM de cada
uno de los tres iniciadores y una temperatura de anillamiento de 57°C obteniendo una
sensibilidad de 12,5 fg para H. influenzaey S. pnemoniaey de 3,12 fg para N. meningitidis. No
se presentaron reacciones cruzadas con otros microorganismos causantes de meningitis o
relacionados con los géneros.

Conclusién. Los resultados de sensibilidad y especificidad sugieren que los iniciadores
evaluados pueden ser utilizados para el desarrollo de una PCR en formato mdultiple que
permita la identificacién de los tres principales patdégenos causantes de meningitis.

Palabras clave: Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis,
reaccion en cadena de la polimerasa, meningitis bacteriana.

Identification of Haemophilus influenzae , Streptococcus pneumoniae and Neisseria
meningitidis by polymerase chain reaction

Introduction: Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae and Neisseria meningitidis
are the main human pathogens that cause meningitis.

Objective: Primers omp2, IytA and crgA were evaluated with H. influenzae, S. pnumoniae and
N. meningitidis DNA in a multiplex PCR, determining the sensitivity and the specificity of the
technique.

Materials and methods: Primers for H. influenzae outer membrane protein (omp2, 1000 pb), S.
pneumoniae autolysin (lytA, 395 pb) and N. meningitidis, contact regulated gene (crgA, 230 pb)
were evaluated in a multiplex PCR, determining the sensitivity and the specificity of the technique.
Results: Reproducible results were obtained with 50 nM of each of the three primers and
annealing temperature of 57°C in the multiplex PCR, obtaining a sensitivity of 12.5 fg for H.
influenzae and S. pneumoniae and 3.12 fg for N. meningitidis. No cross reactions with other
microorganisms agents of meningitis or related with the genera, appeared.

Conclusions: The results for sensitivity and specificity suggest that the evaluated primers can
be used for the development of a PCR in a multiplex format to the identification of the three main
pathogens that cause meningitis.

Key words: Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis,
polymerase chain reaction, bacterial, meningitis.
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La meningitis bacteriana es una enfermedad
infecciosa del sistema nervioso central que se
presenta como una inflamacién de las meninges
en respuesta a la presencia de bacterias (1). Es
causada, principalmente, por Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneumoniaey Neisseria
meningitidis. Anualmente se presentan en el
mundo mas de un millén de casos de meningitis
por estos tres microorganismos, que pueden dejar
secuelas como sorderay retardo mental, o causar
la muerte, afectando a pacientes tanto de paises
desarrollados como en desarrollo, de forma
endémica o epidémica, por lo que representa un
grave problema de salud publica (2).

Mas de 90% de los casos de meningitis
ocasionada por H. influenzae serotipo b ocurren
en nifios menores de cinco afios, con la maxima
incidencia entre los 6y 12 meses (3,4). Los casos
de meningitis ocasionados por S. pneumoniae
afectan principalmente a la poblacién infantil
menor de cinco afios (5) y a adultos de edad
avanzada (6) y N. meningitidis afecta a nifios y
jovenes, en lugares donde ocurren hacinamientos,
como los dormitorios escolares o los cuarteles
militares (7,8).

En Colombia, la meningitis bacteriana por estos
tres patégenos es de vigilancia obligatoria; los
casos son reportados al SIVIGILA y los
aislamientos recuperados deben ser enviados al
Instituto Nacional de Salud (INS) para su confirma-
cion y estudios complementarios. Para el primer
periodo de 2006 se reportaron 79 casos por N.
meningitidis, 47 por S. pnemunoniaey 26 por H.
influenzae serotipo b (comunicacion personal,
SIVIGILA, noviembre 23 de 2006). Sin embargo,
muchos de los casos de meningitis bacteriana
gue ocurren en el pais no son reportados.

Las metodologias utilizadas para el diagnostico
de la meningitis bacteriana estan basadas en el
examen directo del liquido cefalorraquideo
coloreado con Gram, el cultivo y la deteccion
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antigénica por aglutinacién de particulas de latex
o coaglutinacién (9,10). El tratamiento previo con
antibioticos, la baja concentracién de bacterias
en el liquido cefalorraquideo y, la recoleccion, el
transporte y el procesamiento inadecuados de las
muestras, disminuyen la sensibilidad de estas
metodologias porque generan resultados falsos
negativos (8,11,12).

La deteccion de los agentes infecciosos,
mediante la amplificacién de diferentes genes
bacterianos especificos por la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), ha adquirido durante los
ultimos afios gran importancia para el diagnéstico
de la meningitis bacteriana, debido a que se
pueden obtener resultados en menor tiempo, con
buenas sensibilidad y especificidad (13).

En el presente estudio se evaluaron los iniciadores
omp2, IytA y crgA descritos previamente en la
literatura, en el desarrollo de una prueba de PCR
multiple, para la identificacion de H. influenzae,
S. pneumoniae y N. meningitidis, como una
primera fase en el desarrollo de una técnica
molecular atil en el diagndstico clinico de la
meningitis bacteriana.

Materiales y métodos
Aislamientos

Para la estandarizacién de la PCR mudltiple se
utilizaron los aislamientos consignados en el
cuadro 1, los cuales pertenecen al cepario del
Grupo de Microbiologia del INS y se encontraban
almacenados en leche descremada al 20% a -70°C.

Extraccion de ADN

Los aislamientos se cultivaron en los medios
apropiados para su crecimiento y se realizé la
extraccion del ADN siguiendo la metodologia
descrita por Pitcher et al. (14). Finalmente, se
trabajo utilizando el ADN de los microorganismos
a una concentracion de 200 ng/pl.

Iniciadores

Para el desarrollo de la técnica molecular de PCR
en formato multiple se utilizaron los iniciadores
omp2, lytAy crgA. Eliniciador omp2 (outer mem-
brane protein), descrito por Forbes et al. (15),
amplifica una secuencia que codifica para una
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Cuadro 1. Microorganismos utilizados en este estudio.
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Microorganismos

Cadigo del cepario INS

Streptococcus pneumoniae
Streptococcus bovis
Streptococcus mitis
Streptococcus pyogenes
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus
Haemophilus influenzae
Haemophilus parainfluenzae
Neisseria meningitidis
Neisseria lactamica
Neisseria subflava

Listeria monocytogenes
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli
Enterococcus faecalis
Cryptococcus neoformans

Spn 132 - ATCC 49619
St.bo 7

St. vi 16

St. A4

Stap.e 1- ATCC 12228
Stap. A 1- ATCC 25923
H.inf 1 - ATCC 49247
H.par 1 - ATCC 49146
N.m 598

N.I 4 — ATCC 49147
N.s 5

Lm 104

Kp 34

Ps. A 44

Esc 582

Ent.fe 1 - ATCC 29212
HO0058-1-2370

proteina externa de membrana de H. influenzaey
genera un producto de amplificacién de 1.000 pb.
Eliniciador IytA, descrito por Messmer et al. (16),
amplifica la regién que codifica para la autolisina
(IytA) en S. pneumoniaey genera un producto de
amplificacién de 395 pb. Finalmente, el iniciador
crgA (contact-regulated gene A), descrito por Taha
(17), amplifica la secuencia del gen A regulador
de contacto que codifica para una proteina
involucrada en la adhesién de N. meningitidis a
las células blanco y genera un producto de 230 pb.

El andlisis bioinformético de los iniciadores se
realiz6 con los programas BLAST (18) y los
programas de disefio de iniciadores PrimerSelect
(19) y FastPCR (20).

Disefio de la PCR

Las concentraciones de los reactivos y las
condiciones del termociclador en la PCR multiple
se determinaron teniendo en cuenta el tamafio y
la intensidad de las bandas correspondientes a
cada uno de los microorganismos. Se realiz6 un
gradiente de concentracién de los iniciadores de
25 a 200 ng/ul. La concentracion de cloruro de
magnesio (MgCl,) se determiné evaluando con-
centraciones de 1 a4 nMy latemperatura 6ptima
de anillamiento con un gradiente de 55°C a 65°C.

La amplificacién se realizé en un termociclador
PTC 100 (MJ Research, Watertown, MA, USA);
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los productos obtenidos y el marcador de peso
molecular de 50 pb (Promega) se corrieron por
electroforesis convencional en geles de agarosa
(Ultra pure, Invitrogen) al 1,5 % con bromuro de
etidio (0,4 pg/ml), a 100 voltios por una hora, se
observaron con un transiluminador de luz UV y
se fotografiaron con una camara Polaroid.

Sensibilidad y especificidad de la PCR muiltiple

La sensibilidad de la técnica se determiné por
diluciones seriadas del ADN de H. influenzae, S.
pneumoniae y N. meningitidis partiendo de una
concentracion de 200 ng, hasta la menor concen-
tracién en la que se obtuvo banda de
amplificacién. La especificidad se realizé con
extractos de ADN de microorganismos
relacionados con el género o causantes de
meningitis (cuadro 1).

Aspectos éticos

El estudio se realiz6 con aislamientos
provenientes del banco de cepas del Grupo de
Microbiologia del INS. No se utilizaron muestras
clinicas, por lo cual no existié intervencion alguna
con pacientes.

Resultados

El analisis bioinformético de las secuencias indico
que los iniciadores presentaron alineamientos con
los respectivos microorganismos blanco, y no se
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obtuvieron reacciones cruzadas. Las temperaturas
de anillamiento de los iniciadores variaron de
51,8°C a 66,8°C (promedio de 57,8°C) y los
porcentajes de guanina (G):citosina (C) estuvieron
entre 42,9% y 62,5%, siendo mayor para crgA.
Todos los iniciadores presentaron formacion de
autodimeros y dimeros con deltas de energia entre
-8,2 y -1,0 kc/mol. Los datos obtenidos in silico
demostraron que los tres iniciadores podian ser
utilizados en una reaccion mdaltiple.

Las concentraciones de los reactivos para obtener
la amplificacion de los tres iniciadores fueron:
solucion tampdén 1X, dNTP 200 nM, Taq
polimerasa 2 unidades, 50 nM para cada uno de
los iniciadores y 2 nM de MgCl, en un volumen
final de reaccién de 25 pl. Las condiciones del
termociclador constaron de un ciclo inicial de 94°C
por 3 minutos, seguido por 40 ciclos de 94°C por
1 minuto, 57°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto,
con un ciclo final de 75°C por 5 minutos.

Como resultado de la amplificacién, se observaron
tres bandas intensas en el control positivo, el cual
contenia ADN de H. influenzae, S. pneumoniaey
N. meningitidis, y se obtuvieron las bandas
correspondientes para cada uno de los tres
patégenos (figura 1).

PCR para identificacion de bacterias causantes de meningitis

La concentracién minima del ADN que se detecto
con la técnica fue de 12,5 fg para H. influenzaey
S. pneumoniaey de 3,12 fg para N. meningitidis.
Segun el equivalente gendémico para cada bacte-
ria, estas cantidades corresponden a 5,6, 5,0 y
1,3 UFC, respectivamente. No se observaron
productos de amplificacién cuando se realizé la
PCR mudiltiple con ADN de microorganismos diferen-
tes alos tres mencionados (no se muestran datos).

Establecidas las condiciones de la PCR mudltiple,
se realizaron cinco réplicas con los controles
positivos en diferentes dias y preparando nuevos
controles con ADN, obteniendo resultados
reproducibles de la amplificacion de cada una de
las bandas.

Discusion

Durante los ultimos afios se han desarrollado
técnicas de deteccion de microorganismos
basados en la amplificacién de los acido
nucleicos, en especial la PCR, con la cual se
pueden detectar de una forma rapida y precisa

microorganismos de dificil crecimiento por sus
necesidades nutricionales (13).

En el diagndstico de la meningitis bacteriana se
han desarrollado varios protocolos de PCR, en

Iniciador

1000 pb omp Figura 1. Electroforesis en gel de
agarosa al 1,5% de los productos de

amplificacion de ADN a concentracion

de 200 ng de H. influenzae, S.

3950b  IVtA pneumoniaey N. memngmc(/s obten_ldos
P y con la prueba de PCR mdltiple, tefiidos
con bromuro de etidio y visualizados

230pb  crgA bajo luz UV. Carril 1, marcador de peso

molecular; carril 2, control positivo con
200 ng de ADN de los tres
microorganismos; carril 3, ADN H.
influenzae; carril 4, ADN S.
pneumoniae; carril 5, ADN N.
meningitidis; carril 6, control negativo.
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los cuales se identifica s6lo un microorganismo
como H. influenzae (21,22), S. pneumoniae (16)
y N. meningitidis (7,17) y formatos mdltiples con
diferentes iniciadores a los utilizados en el
presente estudio (23-25).

La seleccion de los iniciadores es uno de los
pasos mas importantes en el disefio y la
estandarizacion de una PCR multiple (26). En el
presente trabajo se evaluaron los iniciadores omp2,
IytA y crgA, que se han utilizado en PCR en
formatos convencionales con buenas sensibilidad
y especificidad (7,15-17,22), pero no se habian
reportado en el desarrollo de PCR en formato
multiple. Se eligi6 el iniciador omp2 debido a que
permite identificar los aislamientos encapsulados
y no encapsulados de H. influenzae, a diferencia
del gen bexA que esta asociado con el proceso
de la expresién de la capsula y que permite
identificar sélo aislamientos encapsulados (21,24).
Para la identificacién de S. pneumoniae se
escogié el iniciador IytA en lugar de ply; este
ultimo amplifica el gen que codifica para la
neumolisina, el cual es un factor de virulencia que
se ha detectado en otras especies relacionadas,
como S. mitis, S. oralisy S. salivarius, y por lo
tanto, no es especifico (16,24). Para la deteccion
de N. meningitidis se usoé el gen crgA, el cual ha
demostrado ser especifico para este
microorganismo (7,17,25).

Los iniciadores fueron disefiados para PCR en
formato convencional y no en maultiple; al
someterlos a un andlisis bioinformatico, éste
revel6 que se podia utilizar de manera eficiente
los tres iniciadores en un formato mdltiple; los
porcentajes de guanina y citosina estuvieron en
un rango que permite una buena reaccién. De igual
forma, los valores delta de energia libre de los
dimeros fueron muy bajos (menores de -8,5 kc/
mol) como para presentar interferencias en la
mezcla de reaccion, debido a que se pueden evitar
con incremento de latemperatura de anillamiento
o disminuyendo la concentracion de los iniciadores
en la mezcla de reaccion. Las temperaturas de
anillamiento estuvieron entre 51,8°C y 66,8°C, con
rangos de coincidencia que permiten que sean
utilizados en un formato multiple (27). Los datos
obtenidos in silico no variaron al realizar fisica-
mente la mezcla, obteniéndose experimentalmente
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una buena amplificacion de las tres bandas, con
una alta sensibilidad para los tres microorganismos
correspondientes, eligiéndose a los 57°C como la
temperatura 6ptima de anillamiento de la reaccion.
Una temperatura inferior a la éptima podria generar
productos de amplificaciéon inespecificos,
afectando la especificidad, y una temperatura
superior puede generar la pérdida de la
amplificacion de algunos de los productos,
disminuyendo la sensibilidad de la PCR (26,27).

En la estandarizacién se determind que la
concentracion optima de MgCl, fue de 2 nM. La
concentracion de MgCl, es un parametro
importante en una PCR multiple, debido a que la
Taq polimerasa es una enzima dependiente del
Mg+? y los iniciadores y los dNTP se unen al
MgCl, afectando su viabilidad como cofactor
enzimatico. Ademas, el exceso de MgCl, puede
favorecer la formacién de productos inespecificos
y disminuir la sensibilidad de la técnica (27,28).

Los tres microorganismos que se pudieron
identificar con la PCR multiple estandarizada en
el presente estudio, son los que ocasionan
meningitis bacteriana con mayor frecuencia, pero
eventualmente esta enfermedad puede ser
ocasionada por otras bacterias (2); por esta razén,
es importante que los iniciadores sean
especificos. No se observaron reacciones
cruzadas con ninguno de los microorganismos
utilizados diferentes a H. influenzae, S.
pneumoniae y N. meningitidis (cuadro 1), lo que
indica que son especificos en el formato de PCR
multiple, lo cual concuerda con el analisis
bioinformatico y con lo informado por los autores
que disefiaron los iniciadores (15-17). ConlaPCR
establecida en este estudio se lograron detectar
concentraciones bajas del ADN, lo cual demuestra
gue latécnica puede detectar un reducido niumero
de bacterias en las muestras.

Este estudio demostré que los iniciadores
evaluados se pueden utilizar en conjunto en una
PCR multiple para la identificacion de H.
influenzae, S. pneumoniaey N. meningitidis con
buenas sensibilidad y especificidad. Sin embargo,
es necesario validar su utilidad en muestras
clinicas como método de diagnéstico comparandola
con las metodologias tradicionales.
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