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Problemas actuales
en la identificacion clinica
de Streptococcus pneumoniae

Ernesto

Garcia Lopez

Profesor de Investigacion de OPIs y trabaja en el Departamento de Microbiologia Molecular y Biologia de las Infecciones
del Centro de Investigaciones Biolégicas (CIB-CSIC). Hace mas de 30 afios se incorporé al equipo de investigacion recién
creado por los Drs. Concepciéon Ronda y Rubens Lopez para investigar la biologia de neumococo y sus fagos. En 1985, en
colaboracion con los Drs. Pedro Garcia y José Luis Garcia, el grupo logré la clonacion del gen lytA y su expresion en E. coli.
Este hecho representa el primer ejemplo en lo que se refiere a una autolisina bacteriana, y la secuencia correspondiente
fue publicada un afio mas tarde. En los afos siguientes se puso en evidencia la existencia de notables homologias entre
el gen IytA del huésped y los genes responsables de la lisis bacteriana codificados por los fagos, liticos y atemperados,
de neumococo. Ademas de estos aspectos basicos, el grupo ha puesto de manifiesto el importante potencial terapéutico
de las enzimas liticas de pared de neumococo y sus fagos.

LOS ESTREPTOCOCOS

Generalidades

Dentro del grupo integrado por, al menos, 17 géne-
ros de cocos Gram-positivos, anaerobios facultativos y
con bajo contenido en G+C (<50 mol%), los miembros
del género Streptococcus se caracterizan por ser de forma
ovoide o esférica, formar cadenas mas o menos largas y
no producir catalasa’. Desde el punto de vista sistemati-
co, los estreptococos han sufrido cambios notables como
consecuencia de la separacion de nuevos géneros a partir
de 19842, Actualmente, se conocen mas de 75 especies de
estreptococos (www.bacterio.cict.fr/s/streptococcus.html)

que se dividen en 6 grupos sobre la base de la secuencia
del rRNA 16S3: anginosus, bovis, mitis, mutans, piogéni-
cos y salivarius. Cuando se multiplican en medios soli-
dos conteniendo sangre, los estreptococos muestran tres
tipos de reacciones: B-hemolisis (con un halo definido
de desaparicion del color de la sangre alrededor de la
colonia), a-hemolisis (observandose una zona de color
verdoso alrededor de la misma), o no hemolisis (a veces
(lamada y-hemolisis). Mientras que la B-hemolisis supone
la destruccion de los eritrocitos y es producida por hemo-
lisinas solubles (como la estreptolisina L de Streptococcus
pyogenes), la a-hemolisis es el resultado de la formacion
de metahemoglobina [forma oxidada (Fe**) del hierro del
grupo hemo] por accion del H,0, producido por estas bac-
terias“. Los estreptococos a-hemoliticos han sido también
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denominados viridans por el color verdoso que muestran
las placas alrededor de las colonias®® (Fig. 1A) y Facklam?
ha propuesto clasificarlos en 5 grupos: mutans, salivarius,
anginosus, sanguinis y mitis (en ocasiones se afiade el
grupo bovis). No obstante, hay que destacar el hecho de
que la inclusion de algunos estreptococos en estos grupos
o en los propuestos por Kawamura et al.? no siempre resul-
ta coherente. En general, se puede afirmar que buena parte
de las especies pertenecientes al grupo piogénico (pero no
todas) son B-hemoliticas (S. pyogenes, Streptococcus aga-
lactiae, Streptococcus porcinus, etc.) (Fig. 1B), mientras
que las del grupo anginosus —integrado por Streptococcus
anginosus, Streptococcus constellatus y Streptococcus inter-
medius— pueden ser a- o B-hemoliticas. Hay que destacar
el hecho de que, posiblemente, con la (nica excepcion
de Streptococcus thermophilus, todos los estreptococos
poseen un destacado potencial patogénico para el hombre,
los animales o ambos.

Debido a la existencia comprobada de fenémenos de
recombinacion genética entre la mayoria de estrepto-
cocos’®, las barreras filogenéticas entre especies se ven
difuminadas frecuentemente, con los problemas de iden-
tificacion que ello acarrea. Este hecho es particularmente
notorio entre los estreptococos a-hemoliticos y, en concre-
to, en el caso de los estreptococos del grupo mitis (EGM) de
los que forma parte Streptococcus pneumoniae (neumococo)
(Fig. 1A).

EGM, UN CONJUNTO DE ESPECIES
DIFICILES DE CLASIFICAR

Aunque considerados tradicionalmente como comen-
sales y, en todo caso, como patdgenos oportunistas en
pacientes inmunodeprimidos®, existen abundantes indicios
en la actualidad que indican que los EGM, en colaboracion

Fig. 1. Algunas caracteristicas fisioldgicas tipicas de
S. pneumoniae. Neumococo es una estreptococo
a-hemolitico (A) en contraposicién a S. pyogenes que
produce B-hemolisis en la superficie de las placas
de agarsangre (B). (C) Inhibicién del crecimiento de
neumococo alrededor de un disco impregnado en
optoquina (Opt). (D) Efecto litico del desoxicolato
sédico (Doc). Cultivos de neumococo (tubos 1y 2) o
de un EGM (S. mitis; tubos 3 y 4) fueron incugcdos
con Doc (concentracién final, 1%) durante 5 min a
37 °C (tubos 2 y 4). Los tubos 1 y 3 no recibieron
detergente. (E) Reaccién capsular (Quellung) de una
cepa de neumococo en presencia de un antisuero
capsular especifico. El halo claro que rodea a las
bacterias corresponde a la cdpsula polisacaridica.
Las fotos C~E son cortesia de la Dra. A. Fenoll
(Instituto de Salud Carlos Ill).

con otras bacterias presentes en la cavidad oral, pueden
desempefar un papel importante, previamente ignorado, en
la patogenia de un buen nimero de enfermedades®. A este
respecto, es importante resaltar el hecho que las bacterias
del género Streptococcus son las mas abundantes en la
cavidad bucal, al menos en lo que a ndmero de especies
diferentes se refiere’® 12,
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S. pneumoniae 1901 152 (73)c
S. mitis 1906 15
S. sanguinis 1946 24
S. oralis 1982 10
S. gordonii 1989 2
S. parasanguinis 1990 7
S. cristatus 1991 3
S. infantis 1998 6
S. peroris 1998 1
S. australis 2001 2
S. sinensis 2002 0
S. oligofermentans 2003 0
S. pseudopneumoniae 2004 3
S. lactarius 2011 0
S. tigurinus 2012 0
S. troglodytidis 2012 0

Chester. 1901. A manual of determinative bacteriology.
The MacMillan Co. NY. pp. 63-64.
Skerman et al. 1980. IJSB 30, 225-420

Andrewes & Horder. 1906. Lancet 168, 708-713
Kilian et al. 1989. [JSB 39, 471-484

White & Niven. 1946. JB 51, 717-722
Kilian et al. 1989.1/SB 39, 471-484

Bridge & Sneath. 1982. /SB 32, 410-415
Kilian et al. 1989. 1/SB 39, 471-484

Kilian et al. 1989. [JSB 39, 471-484
Whiley et al. 1990. FMB 68, 115-122
Handley et al. 1991. [/SB 41, 543-547
Kawamura et al. 1998. [/SB 48, 921-927
Kawamura et al. 1998. [/SB 48, 921-927
Willcox et al. 2001. /SEM 51, 1277-1281
Woo et al. JCM 40, 805-810

Tong et al. 2003. [J/SEM 53, 1101-1104
Arbique et al. 2004. [JCM 42, 4686-4696
Martin et al. 2011. [JSEM 61, 1048-1052
Zbinden et al. 2012. /SEM 62, 2941-2945
Zhang et al. 2012. JSEM doi:10.1099/ijs.0.038133-0

@ GOLD: Genomes OnLine Database (www.genomesonline.org). Incluye borradores y secuencias parciales.
b FML, FEMS Microbiol. Lett.; IJSB, Int. J. Syst. Bacteriol; IJSEM, Int. J. Syst. Evol. Microbiol.; JB, J. Bacteriol.; JCM, J. Clin. Microbiol.

¢ HOMD: Human Oral Microbiome Database (www.homd.org).
Datos actualizados el 4 de septiembre de 2012.

Estreptococos incluidos en el grupo mitis (EGM).

En la actualidad, hasta 16 especies forman parte del grupo
de EGM (Tabla 1) y es destacable que todas ellas comparten una
similitud, en el rRNA 16S, superior al 96%, y que supera el 99%
en el caso de S. pneumoniae, S. pseudopneumoniae, S. mitis y
S. oralis. Es evidente, por tanto, que la mera determinacion de
la secuencia del rRNA 16S presenta problemas aparentemente
irresolubles a la hora de identificar con precision un aislado
clinico perteneciente al grupo de los EGM'?%3, En este contexto,
no parece necesario subrayar que los métodos bioquimicos
tampoco son de gran utilidad practica en la identificacion
precisa de este grupo de microorganismos y, frecuentemente,
los diversos kits comerciales pueden proporcionar resultados
contradictorios o, cuando menos, poco claros.

STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE,
UN PATOGENO HUMANO
DE PRIMERA DIVISION

Entre los EGM, neumococo ocupa un papel preeminente
ya que es un patégeno humano de enorme importancia y
causa frecuente de, entre otras enfermedades, otitis media,
neumonia adquirida en la comunidad, bacteriemia y menin-
gitis, sobre todo en niflos menores de 5 afios y adultos
mayores de 65. Se calcula que la tercera parte de las muer-
tes anuales que se producen en el mundo son debidas a
enfermedades infecciosas y, entre todas ellas, las enferme-
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dades respiratorias son las responsables del fallecimiento
de 4 millones de personas cada afio'. De acuerdo con la
estimaciones de la OMS, la sepsis, la neumonia neonatal
y la neumonia comunitaria en nifios mayores dan cuenta
de casi el 30% de los 10.6 millones de muertes anuales en
niflos menores de 5 afios, siendo S. pneumoniae el causante
mas frecuente de neumonia severa infantil, tanto en pai-
ses desarrollados como en aquellos en vias de desarrollo®.
Datos epidemiolégicos recientes indican que neumococo
es responsable de la muerte, en todo el mundo, de entre
700 000 y un millén de nifios cada afo. Ademas, también
cada afio, se producen casi 15 millones de casos graves
de enfermedad neumocécica en la poblacion infantil®®.
Por otra parte, algunos calculos indican que los costes,
directos e indirectos, producidos como consecuencia de las
infecciones neumocécicas en personas de edad avanzada
en EE.UU. pueden superar los 5000 millones de délares
anuales?. Desgraciadamente, a pesar de la introduccion
de las vacunas conjugadas antineumocoécicas 7-valente vy,
mas recientemente, 13-valente y debido, probablemente, al
incremento en los casos de enfermedad invasiva causados
por serotipos no incluidos en dichas vacunas, no esta claro
en la actualidad que la vacunacion de la poblacién infantil
sea coste-efectiva®.

En los laboratorios de microbiologia clinica de todo el
mundo, cualquier estreptococo (preferentemente, diploco-
co) que forme colonias tipicas en superficie con caracte-
risticas a-hemoliticas (ndtese que, en condiciones de baja
concentracion de 0,, neumococo produce B-hemolisis por
la accién de la neumolisina Ply), es sometido a la prueba
de la susceptibilidad a la optoquina (Opt) (Fig. 1C). La
Opt (un derivado de la quinina) inhibe la ATPasa pro-
ton-motriz de la membrana de neumococo®. Ademas, en
la mayoria de los paises industrializados, los posibles
neumococos (seleccionados como susceptibles a Opt) se
tratan con desoxicolato sddico (Doc) ya que, en princi-
pio, sdlo S. pneumoniae es lisado por este detergente
(caracteristica conocida cldsicamente como «solubilidad
en bilis») (Fig. 1D). Hasta la fecha, s6lo se ha descrito
un aislado clinico de neumococo que no se lisa con este
detergente (debido a una mutacion en el gen lytA)¥. El
Doc destruye la membrana bacteriana disparando la acti-
vidad incontrolada de la autolisina LytA (lo que provoca
una lisis total del cultivo en menos de 5 minutos)?!. Final-
mente, s6lo algunos laboratorios especializados llevan a
cabo la prueba de tipificacion capsular (conocida clasi-
camente como reaccién capsular o Quellung)? (Fig. 1E).
Dada la necesidad de un investigador bien entrenado para
reconocer al microscopio algunas reacciones capsulares,
en los altimos afios se han desarrollado otras técnicas
moleculares® e inmunoldgicas®? que, no obstante, en
ocasiones, todavia pueden requerir una validacién pos-
terior por el procedimiento tradicional®. Por otra parte,
dado que los aislados clinicos de neumococo son tipica-
mente capsulados (hasta el momento se han descrito al
menos 94 tipos capsulares quimica e inmunolégicamente
diferentes)?, la serotipificacion tiene un enorme valor
epidemiolégico.

En principio, cualquier neumococo debe cumplir estas
tres condiciones:

1. Ser sensible a Opt.
2. Lisarse en presencia de Doc.
3. Poseer capsula polisacaridica.

No obstante, la dilatada experiencia acumulada des-
de el descubrimiento de neumococo en 1881, ha demos-
trado que existen verdaderos neumococos que no poseen
esas tres propiedades (en ocasiones, ninguna de ellas) asi
como otros EGM que, sin pertenecer a la especie S. pneu-
moniae, muestran alguna (o algunas) de ellas®?. En estos
casos, la identificacion clinica precisa de tales aislados
se ha demostrado muy complicada y ello, sin embargo,
resulta imprescindible para poder aplicar al paciente un
régimen terapéutico adecuado en el plazo mas breve posi-
ble. Ademas, aunque tradicionalmente se ha asumido que
los aislados no capsulados de neumococo eran avirulentos,
no es infrecuente la demostracion de diversas infecciones
causadas por este tipo de neumococos, particularmente en
casos de conjuntivitis y otitis*®.

DIAGNOSTICO CLiNICO )
DE LA INFECCION NEUMOCOCICA

Con el fin de determinar la existencia de caracteristicas
que permitan la discriminacion entre neumococos y otras
especies de EGM, la mayoria de los estudios recurre a la
técnica de PCR para determinar la secuencia nucleotidica,
parcial o total, de diferentes genes y su comparacion entre
aislados de especies modelo (Tabla 2). En la actualidad, esta
aproximacion experimental ha tomado un notable auge al
incorporar nuevas técnicas como la PCR en tiempo real y la
pirosecuenciacion. La mayor parte de los genes utilizados
con este fin estan conservados en la mayoria, si no en todas,
las bacterias, aunque el grado de conservacioén varia consi-
derablemente y ello hace que unos genes proporcionen mas
informacién que otros. El limite podria estar en el caso de
los genes codificantes del rRNA 16S en donde un reciente
estudio ha propuesto que la existencia de un polimorfismo
en una sola base en la posicion 203 del gen que codifica el
rRNA 16S sea considerado suficiente para distinguir S. pneu-
moniae (que posee una citosina) de otros EGM (que poseen
una adenina) (Tabla 2). Algo similar sucede con el fragmento
de DNA denominado Spn9802 (Tabla 2) que se ha propuesto
que esta solamente presente en cepas de S. pneumoniae. No
obstante, un analisis de las secuencias depositadas en los
bancos de datos demuestra que S. pseudopneumoniae posee
una secuencia casi idéntica (2-3 mutaciones en 156 pb)
(datos no publicados). Lo que parece deducirse de todo lo
anterior es que, a pesar de todos los intentos realizados, la
eleccion de un «patron oro» en la identificacion de neumo-
coco esta todavia por decidirse.

En los Gltimos afios se han comercializado dos kits
para la identificacion de neumococo. El primero de ello
(AccuProbe™; Gen-Probe, Inc.) se basa en el reconocimien-
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rRNA 16S rRNA 16S
rpoB RNA polimerasa (subunidad b)
sodA Superéxido dismutasa Mn-dependiente
grokElL Proteina heat-shock
gyrB DNA girasa (subunidad B)
recN Recombinacién/reparacién
tuf Factor de elongacién Tu
IytA Principal autolisina
ply Neumolisina
recA Recombinacién
Spn9802° Desconocida
MLST: aroE, ddl, gdh, gki, recP, spi, xpt
MLSA¢ map, pfl, ppaC, pyk, rpoB, sodA, tuf
AccuProbe™ Sonda parcial de rRNA 16S
Binax NOW® Detecta dcido teicoico (polisacdrido C)
MALDI-TOF MS Andlisis de la pared celular

Scholz et al. 2012. JCM 50, 1968-1973

Drancourt et al. 2004. JCM 42, 497-504
Glazunova et al. 2009. I/SEM 59, 2317-2322

Poyart et al. 1998. JCM 36, 41-47
Glazunova et al. 2009. I/SEM 59, 2317-2322

Teng et al. 2002. JCM 40, 3172-3178
Glazunova et al. 2009. [/SEM 59, 2317-2322

ltoh et al. 2006. SAM 29, 368-374
Glazunova et al. 2009. [/SEM 59, 2317-2322

Glazunova et al. 2010. [JSEM 60, 2140-2148
Picard et al. 2004. JCM 42, 3686-3695
Véase texto

Véase texto

Zbinden et al. 2011. JCM 49, 523-527

Suzuki et al. 2005. JCM 43, 4528-4534
Abdeldaim et al. 2008. DMID 60, 143-150

Enright & Spratt. 1998. Mic 144, 3049-3060
Bishop et al. 2009. BMC_B7, 3

Denis & Carey. 1992. JCM 30, 2725-2727
Dowell et al. 2001. CID 32, 824-825

Drancourt. 2010. CMI 16, 1620-1625
Werno et al. 2012. JCM 50, 2863-2867

Wieser et al. 2012. AMB 93, 965-974

@ AMB, Appl. Microbiol. Biotechnol.; BMC_B, BMC Biol.; BMC_ID, BMC Infect. Dis.; CMI, Clin. Microbiol. Infect.; DMID, Diagn. Microbiol.
Infect. Dis.; IJSEM, Int. J. Syst. Evol. Microbiol.; JCM, J. Clin. Microbiol.; Mic, Microbiology; SAM, Syst. Appl. Microbiol.
b EL fragmento Spn9802 (156 pb) corresponde a la region intergénica spr0556-spr0557 y situada entre las posiciones 558025 y 558180

del genoma de la cepa R6 de neumococo (AE007317).

¢ MLSA, Multilocus sequence analysis; MLST, multilocus sequence typing. Se indican los genes secuenciados en cada caso.

Genes y técnicas utilizados frecuentemente en la identificacién de aislados clinicos de S. pneumonice.

to de esta bacteria utilizando una sonda quimioluminis-
cente que contiene un fragmento del gen del rRNA 16S.
Datos recientes, sin embargo, reconocen que esta sonda
es incapaz, por ejemplo, de distinguir entre neumococo y
S. pseudopneumoniae®'. Algo parecido se puede decir de
Binax NOW® (Binax, Inc.). A finales de la década de los
noventa del pasado siglo se desarrollé este método, sen-
cillo y rapido, basado en la inmunocromatografia de mem-
brana, para el diagnostico de la neumonia neumocécica.
Este método detecta el polisacarido C (un acido teicoico
conteniendo colina), caracteristico no s6lo de todos los

neumococos sino también de otros EGM como, al menos,
S. pseudopneumoniae, S. mitis y S. oralis, en la orina de los
pacientes infectados. Aunque Binax NOW es positivo para
los 23 serotipos de neumococo responsables del 90% de las
infecciones neumocdcicas graves y proporciona resultados
en s6lo 15 min tiene, ademas de la falta de especificidad
ya sefialada, un limite de deteccién elevado (equivalente
a, aproximadamente, 10° unidades formadoras de colonias
ml™?) asi como poca fiabilidad en pacientes pediatricos ya
que éstos, con frecuencia, son portadores asintomaticos
del germen y pueden ofrecer resultados positivos falsos®.
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Neumococo 0.1-3.3
Otros EGM

Profagos de neumococo

Otros profagos

19.5-23.5

< 129-252 ———>

< 207-284 ———>

1.3-2.7 17.8-19.1

14.9-16.1

El nimero estimado de sustituciones por 100 bases se calculé mediante el método descrito por Jin y Nei (1990; Mol. Biol.

Evol. 7: 82-102).

Rango de divergencias evolutivas (%) entre genes IytA bacterianos y fdgicos.

Por otra parte, en la mayoria de los estudios, una fraccion
significativa de pacientes con hemocultivo (o cultivo de
esputo) positivo para neumococo dieron resultados nega-
tivos con Binax y, ademas, este test puede seguir arrojando
resultados positivos durante varias semanas después de la
curacion de una infeccién neumocdcica.

Mencién aparte merece la aplicacion reciente de la tec-
nologia de MALDI-TOF MS a la identificacion de microorga-
nismos en la clinica. Aunque esta técnica esta permitiendo
llevar a cabo identificaciones de muchos microorganismos
(incluso directamente a partir de muestras clinicas) en unas
2 h, lamentablemente, el 80% de las cepas de neumococo
no parecen poder diferenciarse de otras especies proxi-
mas de EGM. Se han desarrollado técnicas diversas como
la tipificacion mediante secuenciacion multilécica (MLST;
www.mlst.net/) o el analisis multilécico (MLSA; www.eml-
sa.net/) con objeto de facilitar dicha discriminacion. En
particular, la técnica de MLST ha permitido desarrollar una
base de datos que proporciona informacion filogenética de
gran interés y se ha desarrollado un programa especifico
para determinar, sobre la base de la secuencia parcial de
seis genes housekeeping (aroE, gdh, gki, recP, spi, xpt), si
un determinado aislado clinico es o no un verdadero neu-
mococo (http://spneumoniae.mlst.net/sql/concatenate/
isitaddto.asp). Desgraciadamente, aunque los costes de la
secuenciacion son cada dia menores, no parece probable
que estos métodos sean de aplicacion practica en el dia a
dia de un laboratorio clinico.

En la basqueda de genes especificos de neumococo, dos
sobresalen por encima de los demas: el gen ply, que codifica la
neumolisina —una citolisina dependiente de colesterol**—y
lytA, que codifica la principal autolisina?. Aunque durante
bastante tiempo se crey6 que Ply era exclusiva de neumo-
coco, resultados recientes han demostrado que enzimas muy
similares se encuentran también en S. pseudopneumoniae
(pseudoneumolisina; Pply) y S. mitis (mitilisina; Mly)*. El
caso del gen lytA es diferente. Como ya se ha mencionado
anteriormente, la lisis especifica de neumococo en presencia
de Doc es causada por la accion incontrolada de la principal
autolisina (LytA), una N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa
(NAM-amidasa; EC 3.5.1.28). En consecuencia, la ausencia de

lisis por Doc, haria suponer que otros EGM carecerian de esta
actividad enzimatica. La situacion, no obstante, es mas com-
plicada de lo que, a primera vista, pudiera parecer. De hecho,
S. pseudopneumoniae y algunos otros aislados de EGM poseen
un gen (lytA..,) muy similar (>80% de nucleétidos idénticos)
al gen lytA de neumococo (lytAspn) (Tabla 3). Asimismo, todos
los fagos atemperados de neumococo conocidos hasta la fecha
(y algunos profagos de S. mitis) también codifican NAM-ami-
dasas (LytA,,,) estrechamente emparentadas con LytA, 2%
(Tabla 3). Es importante sefialar que, mientras los genes lytA
de todos los neumococos y sus profagos conocidos hasta la
fecha poseen 957 pb (codificando una NAM-amidasa de 318
aminodacidos), los alelos lytA de todos los EGM (y de algunos
de sus fagos) poseen una delecion de 6 pb y, por tanto, codi-
fican proteinas de tan s6lo 316 aminoacidos®*>*. En marcado
contraste con las NAM-amidasas de neumococo y sus fagos
atemperados, las NAM-amidasas LytA,, se inhiben por Doc
lo que explica la ausencia de lisis de los EGM en presencia de
la sal biliar®*. Convendria destacar, sin embargo, que, al igual
que los neumococos, los EGM que sintetizan NAM-amidasas de
tipo LytA, se lisan rapidamente cuando se utiliza el detergente
Triton X-100 en lugar de Doc®.

Como cabia esperar, teniendo en cuenta la mayor tasa
de multiplicacion de los fagos, éstos poseen alelos lytA con
un grado de polimorfismo notablemente superior al de los
correspondientes de S. pneumoniae (Fig. 2). Sin embargo,
el polimorfismo del gen lytA,, es mucho mayor que el de las
cepas de neumococo, lo que sugiere que, o bien los alelos
lytA,,, han sido adquiridos recientemente (en términos evo-
lutivos) o, mas probablemente, que las cepas de neumococo
estdn mucho mas relacionadas filogenéticamente entre si
que los EGM*’. Cuando se compararon las secuencias de los
alelos lytAspn y lytA,., se puso de manifiesto la existencia de
polimorfismos caracteristicos de cada uno de estos alelos®.
Asi, mas de 100 posiciones nucleotidicas se encuentran con-
servadas entre todos los alelos de neumococo que, a su vez,
difieren de los correspondientes nucleétidos presentes en
EGM. Estas «firmas» caracteristicas han permitido disefiar un
procedimiento rapido —basado en una PCR seguida de una
digestion con la enzima de restriccion BsaAI— que permite
asegurar si un determinado estreptococo a-hemolitico es
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Fig. 2. Polimorfismo de los genes lytA en aislados
de neumococo, EGM y profagos. Sobre la base

de un emparejamiento mdltiple, se utilizé una
ventana de 31 nucledtidos que era desplazada por
la secuencia, en direccién 5>3’, en pasos de un
nucledtido. La suma de posiciones polimérficas se
representa en la posicién media de la ventana. La
barra vertical en el panel EGM indica la posicién

de la delecién de 6 nucleétidos que caracteriza a
los alelos lytA.,,. Modificado de ref.%.

neumococo u otro EGM?. Como se muestra en la Figura 3,
se han identificado sitios de restriccion caracteristicos que
permiten, ademas, comprobar si un determinado alelo lytA
es bacteriano o fagico. En este Gltimo caso, incluso, dado
que las secuencias nucleotidicas en posiciones 5"y 3" del gen
lytA son muy diferentes entre los alelos de origen fagico y
los bacterianos, se han podido disefar parejas de oligonu-
cleétidos sintéticos para amplificar selectivamente unos u
otros genes.

La utilizacion del gen lytA para la correcta identi-
ficacion de neumococo en muestras clinicas empleando
diversos tipos de ensayo que implican, normalmente, una
amplificacion del mismo utilizando PCR, se esta «populari-
zando» de manera creciente debido a todo el conocimien-
to basico acumulado en los Gltimos afios sobre este gen
y sus caracteristicas moleculares. Asi, solo en los nueve
primeros meses de 2012, al menos una decena de trabajos

(561) (927)

Ui ]

(927)

R

927)

Fig. 3. Esquema de los genes IytA indicando la
posicién de los sitios de corte (entre paréntesis)
por las enzimas de restriccién SnaBl (triGngulos
negros), BsaAl (flecha negra) y Xmnl (tridngulos
blancos). También se indican las dimensiones (en
pb) de los respectivos genes. Nétese que todas las
secuencias hidrolizadas por SnaBl (TAC| GTA) son
también digeridas por BsaAl (YAC|GTR), pero no
a la inversa. Modificado de ref.?’.

Neumococo

EGM

(25)
Profagos
neumococo

Profagos EGM

independientes han utilizado variantes de esta tecnologia
para la identificacion de S. pneumoniae con excelentes
resultados®®“’. No obstante, en la actualidad persisten
algunos problemas en la posible aplicacion de esta tec-
nologia a la practica clinica, en concreto, la «calidad» de
las muestras clinicas a utilizar (con la necesidad o no de
un paso previo de purificacién del DNA), una reduccién en
el tiempo de analisis y un incremento notable en la sensi-
bilidad del ensayo para poder detectar el microorganismo
en muestras poco contaminadas (la especificidad parece
garantizada sobre la base de los comentarios mencionados
anteriormente). Con objeto de dar respuesta a estas nece-
sidades, se ha puesto a punto recientemente un nuevo
procedimiento en el que, tomando como base la deteccion
del gen [ytA, se realiza una PCR asimétrica seguida de
una deteccion electroquimica sumamente sensible de los
amplicones obtenidos (Fig. 4)%. Esta tecnologia permite
no s6lo detectar la presencia de neumococo en muestras
clinicas sino, ademas, identificar otros EGM que también
poseen una enzima tipo NAM-amidasa LytA. En la actuali-
dad, el procedimiento ha sido patentado en varios paises
y se esta procediendo a la validacion clinica de la misma
con financiacion pablica y en colaboracién entre nuestro
grupo y los de los Dres. J. Mingorance (Grupo de Micro-
biologia Molecular, IdiPaz, Madrid) y J. M. Pingarron del
Dpto. de Quimica Analitica (UCM, Madrid), con resultados
muy prometedores.
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Fig. 4. Representacién esquemdtica de la utilizacién de un magnetogenosensor amperométrico para la
identificacién de S. pneumoniae en muestras clinicas. La sonda de captura biotinilada, especifica del gen
lytA, inmovilizada sobre microesferas superparamagnéticas (MBs) modificadas con estreptavidina (0: 2.8
mm) (1), se hibrida con el amplicén monocatenario (ss) biotinilado obtenido mediante PCR asimétrica (2).
Después de los lavados correspondientes con ayuda de un imdn, el hibrido inmovilizado sobre las MBs se
marca enzimdticamente con ayuda de un polimero ultrasensible de estreptavidina y peroxidasa de rébano
(HRP) (3). Las MBs resultantes tras el proceso de hibridacién y marcaje se capturan magnéticamente —con
ayuda de un imdn de Nd—, sobre la superficie del electrodo de trabajo de un electrodo impreso de oro
que ha sido modificado previamente por tratamiento con tetratiafulvaleno (TTF), un mediador redox (4). A
continuacién, se adiciona H,0O, y se registra la intensidad de la corriente catédica generada (i, mA] a lo
largo del tiempo (t, s con un detector amperométrico (5). e, electrones. Modificado de ref.¢. Cortesia de la
Dra. S. Campuzano (Facultad de Ciencias Quimicas, UCM).
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