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Resumen

En la actualidad, la aplicacion de técnicas mas eficientes que
contribuyan a la identificacion de patégenos como Staphylococcus
aureus de forma mas rapida se ha vuelto esencial debido a que estos
patdégenos forman parte de la principal problematica en infecciones
nosocomiales. La persistencia del problema se debe a que estos
patégenos han desarrollado resistencia ante las amenazas del
medio ambiente. El uso excesivo de sanitizantes y antibiéticos como
la meticilina son los causantes de la resistencia que en este caso
proviene del gen mecA. La identificacién de este gen es determinante
para diferenciar a las cepas resistentes y no resistentes. Sin embargo,
tomando en cuenta que los procesos tradicionales para identificacion
de este patégeno suelen ser muy tardados, se aplican técnicas como
el PCR, por su eficacia y eficiencia. No obstante, técnicas como el PCR-
RT poseen mejoras que aportan cierta ventaja en comparacion con
su predecesor.
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Abstract

At present, the application of more efficient techniques that
contribute to the identification of pathogens such as Staphylococcus
aureus more quickly has become essential because these pathogens
are part of the main problem in nosocomial infections. The persistence
of the problem is due to the fact that these pathogens have developed
resistance to environmental threats. The excessive use of sanitizers and
antibiotics such as methicillin are the cause of the resistance that in this
case comes from the mecA gene. The identification of this gene is crucial
to differentiate resistant and non-resistant strains. However, taking into
account that traditional processes for the identification of this pathogen
are usually very slow, techniques such as PCR are applied because of
their efficacy and efficiency. However, techniques such as PCR-RT have
improvements that provide some advantage compared to its predecessor
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INTRODUCCION

Staphylococcus aureus es un coco gram positivo,
aerobio facultativo relacionado a enfermedades
serias en el ser humano. Debido al uso indiscriminado
de antibidticos, algunas cepas han desarrollado
multiresistencia, tal es el caso de las cepas S. aureus
resistente a meticilina (SARM) [1]. Las cepas SARM son la
principal causa de muerte por infecciones nosocomiales
[2]. Se atribuyen alrededor de 5,400 muertes y mas de un
milléon de pacientes hospitalizados infectados con SARM
en los ultimos anos [3]. Las cepas definidas como SARM
presentan resistencia a penicilinas sistémicas,
cefalosporinas, betalactamicos, quinolonas
y lincosamidas. Esta multiresistencia a
antibidticos, se le atribuye al gen mecA
[4]. La identificacion de este gen es
determinante para diferenciar a las
cepas resistentes y no resistentes.

En la actualidad, la deteccién
de SARM puede realizarse
por métodos gendémicos o
por métodos no gendmicos
convencionales; estos ultimos
tienen la ventaja de estar mas
al alcance de los laboratorios de
microbiologia  convencionales[4].Sin
embargo, los métodos de identificacion

convencionales consumen mucho tiempo y

pueden dar resultados falsos positivos o falsos negativos
[5]. Para una identificacion mas directa de SARM se llevan
a cabo técnicas de amplificacion genética como PCR
(reaccién en cadena de la polimerasa) y PCR en tiempo real

utilizando genes exclusivos de S. aureus como: nuc'y mecA
[6]. La amplificacion por estas metodologias se considera
de los métodos mas sencillos y que a la vez proporcionan
mejor informacion en la identificacién de cepas aisladas de
diferentes industrias.

PCR punto final y PCR en tiempo real

La PCR punto final es una reaccion enzimatica que
se lleva a cabo in vitro, y amplifica millones de veces
una secuencia especifica de ADN durante varios ciclos
repetidos en los que la secuencia blanco es copiada
fielmente [7]. Para ello, la reaccion aprovecha la actividad
de la enzima ADN polimerasa que tiene la capacidad
de sintetizar naturalmente el ADN en las células
[8]. Para llevar a cabo este procedimiento se
utiliza una ADN Polimerasa termoestable,
obtenida del Thermus aquaticus por su
resistencia a altas temperaturas[9]. El
desarrollo de esta técnica ha permitido el
estudio y manipulacién de mejor forma
al ADN, facilitando el establecimiento de
protocolos experimentales en biologia
molecular [6].
Con el tiempo se han afadido
modificaciones a esta técnica donde se han
adaptado nuevas variables para la mejora del
procedimiento; entre ellas se encuentra la PCR
en tiempo real (RT-PCR) que es una variante de la
PCR punto final, en donde la forma de cémo se detectan
y analizan los productos de la amplificacién es diferente
[10]. El término tiempo real se refiere a la deteccién de los
productos amplificados sucede en cada ciclo de la reaccion
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y ademas es posible cuantificar la cantidad de ADN en
la muestra. La PCR-RT posee como ventaja que permite
amplificar en una sola reacciéon dos o mas secuencias de
ADN, utilizando varias parejas de cebadores, facilitando
la deteccion, identificacion y cuantificacion simultanea
de distintos genes de interés [11]. Actualmente, la RT-
PCR es el método mas sensible para detectar y cuantificar
acidos nucléicos, aun cuando se tiene poca cantidad de
templado [6].A diferencia de la PCR puntual en la PCR
RT la concentracion de la secuencia blanco se determina
por la acumulacién de fluorescencia a medida que ocurre
la amplificacién [12]. Ademads, la PCR en tiempo real
también incorporé la posibilidad de obtener resultados
cuantitativos mediante la fluorescencia [13].

Deteccion de SARM por PCR

Esta técnica es utilizada cominmente para aislados
hospitalarios al hacer mas eficiente el proceso de
identificacién reduciendo el tiempo de andlisis a solo
2 horas para obtener el resultado a comparacion del
método tradicional que puede abarcar desde 5a 5 h [14].
Técnicas como PCR facilitan la posibilidad de disponer en
forma rapida de la susceptibilidad antimicrobiana de S.
aureus, permitiendo el inicio oportuno y documentado
del tratamiento con cloxacilina. Este hecho evita el
uso innecesario de antibidticos como la vancomicina y
favorece el control del surgimiento de resistencia a este
antibacteriano en otras especies asociadas a infecciones
intrahospitalarias [15].

En general si comparamos ambas técnicas ambos
métodos poseen tanto ventajas como desventajas; las
cuales se ejemplifican en la tabla 1 [16].
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Tabla 1. Diferencias entre RCR y PCR-RT

PCR PCR-RT

Rango de deteccion estrecho  Rango de deteccién alto

Menor sensibilidad Mayor sensibilidad
Menor especificidad Mayor especificidad
Costos bajos Costos altos

Menor eficiencia en lareaccion Maxima eficiencia de la
reaccion

Para finalizar, ambas técnicas son de las mas utilizadas
actualmente principalmente para la identificacion de
patégenos debido a su eficacia en comparacion con otras
técnicas moleculares.
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