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Reportamos el empleo de cebadores para la deteccion e identificacion de microorganismos causantes de
meningoencefalitis bacteriana (MEB) en 24 muestras de liquido cefalorraquideo (LCR) y a partir de ADN
genomico de cepas de referencia previamente purificado. Se emplearon cebadores generales y especificos
derivados del gen 16S ARNr (ARN ribosdmico). Los cebadores generales amplificaron en todas las especies
bacterianas analizadas: Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae tipo b, Streptococcus sp y
Staphylococcus aureus, en una misma banda de 825 pb. Los cebadores especificos solamente amplificaron
en el microorganismo del que se derivan, obteniendo bandas de 667, 478 y 253 pb para N. meningitidis,
H. influenzae y Streptococcus sp, respectivamente. También se diferencié Streptococcus agalactiae
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), donde se obtuvo una banda de 478 pb. Al evaluar
estos cebadores en muestras clinicas de LCR se constaté que hubo una sensibilidad del 100% de las MEB
por PCR; la especificidad fue del 100%. Los productos de PCR se analizaron por digestion Hae llI,
encontrando correspondencia en los patrones de restriccion de las muestras clinicas y las cepas de

referencia.
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Introduccioén

La meningoencefalitis bacteriana (MEB) constituye una
amenaza para la vida, ya que afecta el sistema
nervioso central (SNC) y se ubica entre las causas
principales de muertes en los nifios menores de cinco
afios, es por esto que resulta de vital importancia
realizar un diagnostico rapido y exacto, junto a un
tratamiento efectivo (1, 2). La identificacién del agente
causal constituye una valiosa herramienta en la
conducta terapéutica a emplear y para el sistema de
vigilancia epidemioldgica. El diagnéstico bacterioldgico
permite identificar a los microorganismos capaces de
provocar esta patologia. Actualmente, este diagndstico
adquiere mayor importancia, debido a la incorporacion
de las vacunas contra N. meningitidis y H. influenzae
tipo b en el Programa Nacional de Inmunizacion.

Los métodos tradicionales de diagnéstico incluyen el
examen microscopico directo y el cultivo del
microorganismo a partir de las muestras clinicas (LCR).
El primero no tiene buena sensibilidad, y el cultivo
presenta el inconveniente de que su resultado puede
demorar 24-72 h y en aquellos pacientes con
tratamiento antimicrobiano previo, puede resultar
negativo (3).

La sensibilidad y especificidad del PCR convierten a
esta técnica en un método complementario a los
métodos convencionales utilizados en el diagnéstico de
las enfermedades infecciosas (4, 5). Para la deteccion
de las principales especies patégenas involucradas en
la MEB de forma individual, se emplean distintos
ensayos con diferentes genes como blanco. No
obstante, encontrar un gen que permita la deteccién
simultanea de varias especies, en este caso cuatro, se
hace complicado y hasta ahora se ha utilizado
fundamentalmente al ARNr, especialmente el 16S
ARNr (6, 7, 8).

Este trabajo describe nuevos cebadores, derivados del
gen 16S ARNr (ARN ribosomal), para la deteccion e
identificacion de los microorganismos que con mayor
frecuencia producen MEB: N. meningitidis, H.
influenzae tipo b, S. pneumoniae y S. agalactiae.

Teniendo en consideracion la necesidad e importancia
qgue reviste la deteccion rapida de las MEB, nos
propusimos la evaluacion de nuevos cebadores para la
deteccion simultanea de estas especies a partir de ADN
gendémico y muestras clinicas.
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Materiales y Métodos

Para la realizacion del PCR se purifico el ADN genémico
(9) de cepas de referencia, tres pertenecientes al
serogrupo B de Neisseria meningitidis (B 385/83, cepa
vacunal; B16B6 y M986), obtenidas del cepario del
Instituto Finlay. Del género Streptococcus se
estudiaron tres especies (S. agalactiae, S. 3 hemolitico
grupo A, donadas por la Empresa de Productos
Biologicos “Carlos J. Finlay” y S. Pneumoniae, donada
por el Instituto Nacional de Streptococo: Edmonton,
Canada) y una cepa de H. influenzae tipo b, cepa
Eagan, coleccion Laboratorio de Investigaciones
Meningeas Bacterianas, Instituto Finlay.

Muestras bioldgicas

Se estudiaron 24 muestras de LCR correspondientes a
casos clinicos del Hospital Pediatrico “Juan Manuel
Marquez” (Ciudad de La Habana) y de la provincia de
Ciego de Avila. De estos, 10 tenian diagnostico
confirmado de MEB y 8 fueron positivos a cultivo. Las
muestras restantes fueron 3 LCR negativos y 11 LCR
correspondientes a meningitis virales. De los 10 casos
con MEB, 4 fueron por N. meningitidis, 2 por S.
pneumoniae, 2 por S. agalactiae, 1 por H. influenzae y
1 por S. aureus.

Disefio y sintesis de los cebadores

El disefio y sintesis de los cebadores se realizd
mediante una busqueda de secuencias de ADN del gen
16S ARNr de los microorganismos de interés. Fueron
disefiados empleando regiones conservadas para los
cebadores E1 y E2 y regiones especificas para cada
patégeno en los cabadores Hib (H. influenzae tipo b) y
Sdif (S. agalactiae). Los cebadores Nm  (N.
meningitidis) y Strep (Streptococcus sp.) fueron
previamente descritos por Backman y colaboradores
(20).

PCR general a partir de ADN genémico (PCR E1-E2)

La amplificacién se realiz6 empleando 100 ng de ADN
genémico previamente purificado; empleando los
cebadores E1: 5° GAATTCCA(C/T)GTGTAGC(A/G) 3’ y
E2: 5 TACGAC TTCACCCCA(G/A)TCAT 3’. En el ciclo
térmico utilizado la mezcla fue sometida a una
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 4 min y 32
ciclos con 1 min de desnaturalizacion a 95 °C; 1 min
de hibridizaciéon a 55 °C y extensién a 72 °C durante
1 min. Se realiz6 una extension final a 72 °C durante
5 min. Las muestras se dejaron refrigerar a 4 °C
durante 5 min.

PCR especifico

Este ensayo se realiz6 empleando 1 pL del producto
amplificado en el PCR general; los cebadores E2 y los
especificos: Nm (5 TGTTGGGCAACCTGATTG 3’), Hib
(5° CTTGTG CCTTCGGGAACT 3’), Strep (5’
GTACAACGAGTCGCAAGC 37).

PCR especie-especifico para Streptococcus agalactiae
(PCRd)

En esta reaccién se utiliz6 1 pL del producto
amplificado en el PCR general, los cebadores E2 y Sdif
especifico para S.agalactiae 5’
ACGACTTCACCCCAATCA 3.

PCR multiple (PCRm)

En este caso la reaccion se realizo adicionando 1 pL del
producto amplificado en el PCR general, y los
cebadores especificos para cada género Nm, Hib, Strep
y E2 manteniendo el resto de la reaccién en las mismas
condiciones de los PCR anteriores.

PCR a muestras de LCR

Se tomaron 10 pL de las muestras de LCR y se
hirvieron durante 15 min, el resto de las reacciones y el
programa fueron las mismas que a partir de ADN
gendmico.

Digestiones enzimaticas

En las digestiones realizadas se empleé la enzima Hae
Il (Boehringer Mannheim Biochemica), a una
concentracion de 1 U/ug de ADN, el tampo6n empleado
fue el recomendado por el fabricante para la maxima
actividad enzimética y 500 ng de ADN producto de los
PCR en un volumen final de 20 pL. Las mezclas de
reaccién se incubaron en un bafio térmico (Pharmacia
LKB, Suecia) durante 2 h a 37 °C.

Para determinar las tallas de las bandas se emple6 el
patron de peso molecular (ppm) de PCR (Sigma) que
contiene fragmentos de 2000, 1500, 1000, 750, 500,
300, 150 y 50 pb.

Sensibilidad y especificidad

La sensibilidad y la especificidad se determinaron
teniendo en cuenta el diagnéstico previo realizado por
los centros de salud. Se incluyeron intervalos del 95%
de confianza (IC 95%). El método empleado para
dichos intervalos fue el Epi.Info versién 6.04.

La sensibilidad del ensayo se calcul6:

Sensibilidad = NUmero Muestras Positivas al
Ensayo x 100%

Total Muestras Positivas
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La especificidad se calcul6:

Especificidad = Numero Muestras Negativas al
Ensayo x 100%
Total Muestras Negativas

Resultados y Discusién

En este trabajo se presentan los resultados de la
aplicacion de cebadores derivados a partir del gen 16S
ARNr para la deteccion de MEB causadas por N.
meningitidis, H. influenzae, S. pneumoniae y S.
agalactiae en muestras clinicas, especificamente LCR,
empleando el PCR.

Se realizd el PCR general empleando ADN genémico,
previamente purificado de cada cepa de referencia y
los cebadores E1-E2 (PCR E1-E2), con el que se obtuvo
una banda de 825 pb sin inespecificidad, bien definida
y sin degradacion.

Para diferenciar en las muestras los microorganismos
causantes de MEB, se emplearon cebadores especificos
para: N. meningitidis, H. influenzae y Streptococcus
sp; obtenidos de regiones variables entre los diferentes
microorganismos.

En el caso de la identificacién de Neisseria se utilizaron
los cebadores Nm-E2, obteniéndose una banda de 667
pb, Unica y bien definida, ubicada entre la cuarta y la
quinta banda del patrén de peso molecular, lo cual se

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa 1% de los PCR

positivos a partir de LCR
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correspondia con la talla esperada por el andlisis previo
de los cebadores.

Para H. influenzae se emplearon los cebadores Hib-E2 y
el comportamiento fue muy similar al de Neisseria. En
este caso, so6lo se estudio la cepa H. influenzae tipo b,
para la cual se obtuvo una banda Unica, que se
corresponde con la talla esperada de 478 pb.

Para el género Streptococcus el PCR se realizd con los
cebadores St-E2 y se obtuvo una banda Unica de 253
pb de talla lo que se correspondia con la talla esperada.
Al igual que en el resto de los PCR se obtuvo para cada
cepa de Streptococcus una banda sin inespecificidad.

Debido a que dentro del género Streptococcus mas de
una especie puede causar MEB era muy importante la
diferenciacion de estas especies y para esto se empled
el cebador Sdif, el cual es especifico para S.
agalactiae. Utilizando los cebadores Sdif-E2 sélo se
obtuvo amplificacion para el caso de S. Agalactiae,
resultando una banda Unica, con talla de 478 pb.

Al realizar el PCR en muestras de LCR se encontr6é que
con los cebadores E1-E2 se logré amplificar la banda
correspondiente al PCR general de 825 pb no sélo en
las especies bacterianas descritas en este ensayo, sino
también en otras especies como Staphylococcus
aureus. Esto reafirma la capacidad de ambos cebadores
de detectar numerosas especies bacterianas (Figura 1).
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De 10 casos con diagnostico confirmado de MEB,
9 fueron detectados como positivos con los cebadores
E1-E2. La muestra de LCR que resultd negativa al PCR
fue un caso de MEB por Neisseria meningitidis que
resultd positivo al cultivo. Sin embargo, el PCR general
detect6 dos casos de MEB negativos a cultivo, uno
correspondiente a N. meningitidis y otro a H.
influenzae, este Ultimo sometido a tratamiento
antibiotico previo a la toma de la muestra. Lo anterior
confirma la utilidad de emplear el PCR como medio
diagnéstico de MEB y se corresponde con lo
encontrando por otros autores empleando cebadores
diferentes (11, 12). Por Gltimo, no se obtuvo ningdn
falso positivo en las 14 muestras negativas, las que
incluian casos de meningitis viral.

Con el empleo de los cebadores especificos se
obtuvieron bandas de la misma talla que las
encontradas a partir de los ADN gendémicos de las
cepas de referencia empleadas: 667 pb para N.
meningitidis, 253 pb para el género Streptococcus y
478 pb para H. influenzae y en cada caso se
correspondié con el diagnostico reportado. Lo mismo
ocurrié cuando se realizé6 PCR mezcla en el que no se
obtuvo amplificacién cruzada de los cebadores, solo
amplificaron a partir del ADN que les dio origen. Este
resultado demuestra la especificidad de los cebadores
empleados donde todas los casos con MEB fueron
positivos excepto la muestra de Staphilococcu aureus
con la que no se obtuvo amplificacion, resultado
esperado, ya que no se incluia ningun cebador para su
deteccion especifica. Las 14 muestras negativas fueron
sometidas a este ensayo y al igual que en el PCR
general no encontramos falsos positivos.

A las 4 muestras identificadas como pertenecientes al
género Streptococcus se les realizd6 el PCR de
deteccion de S. agalactiae encontrando amplificacion
en las dos Unicas muestras previamente identificadas
como casos causados por este microorganismo. En las
dos muestras restantes no se encontré amplificacion,
pero estas correspondian a S. Pneumoniae, quedando
demostrada la especificidad del cebador Sdif para la
deteccion de S. agalactiae.

Se realizaron digestiones con la enzima Hae Ill de los
PCR generales y especificos a partir de ADN genémico
y de muestras clinicas. En todos los casos se
obtuvieron los mismos patrones de restriccién para las
cepas de referencia y las muestras clinicas.

En el caso del PCR general, de las cepas de N.
meningitidis se obtuvieron dos bandas, una de 532 pb
y otra de 293 pb, las dos bandas obtenidas se deben

a que esta enzima presenta un Unico sitio de
restriccion.

La digestion del PCR general de las cepas de S.
agalactiae debia mostrar cinco bandas ya que la enzima
presenta cuatro sitios de restriccidn, sin embargo en la
electroforeis solo se observan tres, la primera de 377
pb, la segunda de 164 pb; una tercera banda de 112
pb, las otras dos bandas no se observan en la
electroforesis debido a su pequefa talla reportada de
93 pb y 80 pb.

La otra especie de Streptococcus analizada fue S.
pneumoniae, en este caso la enzima presenta dos sitios
de restriccion obteniéndose tres bandas, la primera de
457 pb, la segunda a la altura de 257 pb y la dltima de
112 pb.

La reaccion de H. influenzae sélo se realiz6 con los
PCR obtenidos a partir de ADN gendmico por no contar
con la muestra de LCR en el momento de la reaccién
observandose cuatro de las cinco bandas esperadas. La
mayor de las bandas ubicada a la altura de 278 pb, las
bandas de 220 pb, 180 pb y una dltima de una talla de
112 pb. La banda de 34 pb no se logra observar en la
electroforesis pues presenta una talla muy pequena.

En caso del PCR especifico para N. meningitidis, 667
pb, se obtuvieron dos bandas pues la enzima presenta
dos sitios de restriccién, la mayor a la altura de 374 pb
y la menor de 293 pb.

El comportamiento de las digestiones de los PCR de las
cepas de Streptococcus (253 pb) fue el esperado en el
andlisis tedrico realizado, teniendo un Unico sitio de
restriccion, obteniendo dos bandas con tallas de 141
pby 112 pb.

En la digestion enzimatica del producto del PCR
especifico para H. influenzae (478 pb) se deben
observar tres bandas ya que la enzima presenta dos
sitios de restriccibn, una banda de 186 pb, una
segunda de 180 pb y una tercera de 112 pb, las dos
primeras se observan como una Unica banda de mayor
intensidad.

Diagnéstico
Hospital
+ - Total
Diagnéstico + 10 0 10
Por PCR - 0 14 14
Total 10 14 24

Este trabajo reporté una sensibilidad del 100% (65,5 —
100), lo que se encuentra en correspondencia con las
sensibilidades obtenidas en otros ensayos publicados
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que emplean cebadores derivados del gen 16S ARNr.
La especificidad del ensayo fue del 100% (73,2 — 100)
pues no se encontraron falsos positivos y los
microorganismos detectados correspondieron con el
diagnéstico clinico reportado, sin encontrar en los PCR
amplificacion de otras bandas que pusieran en duda su
clasificacion (3, 11, 12).

Con este estudio logramos no solo detectar sino
también identificar los microorganismos que causan
con mayor frecuencia MEB de una forma rapida y
eficaz, aunque no por esto debemos descartar los
métodos tradicionales de diagnéstico sino que deben
realizarse de conjunto. Es recomendable en
investigaciones similares aumentar el numero de
muestras clinicas a estudiar asi como realizar el ensayo
en otras muestras como suero.
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Detection and identification by PCR of microorganisms causing bacterial meningocephalitis

Abstract

Our work reports the use of genomic DNA primers previously purified from reference strains to detect and identify
the microorganisms that cause bacterial meningocephalitis (BME) in 24 samples of cerebrospinal fluid (CSF). General
and specific primers derived from the 16S rRNA (ribosomal RNA) gene were used. The general primers were
amplified in all the bacterial species analyzed: Neisseria meningitidis, type b Haemophylus influenzae and
Streptococcus sp. in the same 825 pb band, but the specific ones only amplified in the microorganism from which
they were derived. Bands of 667, 478 and 253 pb were respectively obtained for N. meningitidis, H. influenzae and
Streptococcus sp. Streptococcus agalactiae was also detected by PCR in which a 478 pb band was obtained. Upon
evaluating the primers in clinical CSF samples, 100% detection of the BME causing microorganisms was observed.
The specificity was 100%. The PCR products were analyzed by Hae Il digestion, and correspondence found for the
restriction patterns of the clinical samples and the reference strains.

Key words: PCR, Bacterium, ribosomal RNA, gene, CSF, BME
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