UNIVERSIDAD
DE LA REPUBLICA
URUGUAY

AGENCIA NACIONAL
DE INVESTIGACION
E INNOVACION

INSTITUTO DE HIGIENE

Prof. Arnoldo Berta
FACULTAD DE MEDICINA

Tipificacion capsular de Streptococcus pneumoniae por secuenciacion del gen
cpSB directamente de liquido pleural.

Cecilia D Albora 1; Claudia Gutiérrez 1; Analia Rial 2; Gabriela Algorta 1; Laura Betancor 1-2; Maria Inés Mota 1.

(1) Universidad de la Republica, Unidad Académica Bacteriologia y Virologia, Facultad de Medicina, Dr.Alfredo Navarro 3051. Instituto de Higiene, Montevideo, Uruguay.
(2) Universidad de la Republica, Unidad Académica Desarrollo Biotecnoldgico, Facultad de Medicina, Dr.Alfredo Navarro 3051. Instituto de Higiene, Montevideo, Uruguay.

e Poblacion de estudio: 99 muestras de liquido pleural de ninos con diagnostico de empiema
pleural hospitalizados entre 2015 y 2021 en un hospital pediatrico de referencia de Uruguay en
las cuales S. pneumoniae fue identificado mediante cultivo y/o técnicas moleculares.

El empiema pleural es una complicacion grave que se presenta
en 10-15% de los ninos hospitalizados por neumonia aguda
comunitaria. Streptococcus pneumoniae es el agente etiologico
mas frecuente. El cultivo logra recuperar el agente en menos del
40% de los casos, impidiendo la serotipificacion por método de
Quellung (gold standard). Los meétodos moleculares aplicados
directamente sobre las muestras clinicas prometen ser una
herramienta importante para evitar este problema.

e Tipificacion capsular:
Técnica de Quellung: 17 muestras.
PCR y secuenciacion de una region del gen cpsB (1017 pb) a partir de ADN total extraido de
todas las muestras de liquido pleural (kit Blood & Tissue, Qiagen®) con posterior alineamiento
de secuencias en GenBank para identificacion de serotipo segun Gonzalez Siles.

e Analisis filogenético: edicion y alineamiento con secuencias de referencia (Leung et. al. 2012)
utilizando el paquete SegMan v.7.0.0, analisis filogenético con Seaview 5 (modelo Neighbour
Joining de parametros como modelo de sustitucion nucleotidica, con valores de bootstrap

ldentificar los serotipos de S. pneumoniae en muestras de determinados cada 1000 réplicas) y edicién final con Figtree v1.4.4.

liquido pleural con deteccion de este agente, mediante PCR vy
secuenciacion de una region del gen cpsB.

Tipificacion capsular
Mediante técnica de Quellung se identifico el serotipo en 17 muestras de liquido pleural (tabla 1), por

secuenciacion de’I gen cpsB se identifico en 56 muestras (grafico 1) (p<0,001). m
Analisis filogenético

El analisis filogenético (figura 1) realizado en base a las secuencias nucleotidicas de cpsB utilizando > S .

Tabla 1. Tipificacion capsular por secuenciacion de region del gen
cpsB versus tipificacion por técnica de Quellung. N=17

secuencias de referencia para cada serotipo confirmo la prediccion realizada a partir de homologia de Uy < 3
secuencias en GenBank incluyendo aquellos aislamientos con asignacion “probable” de serotipo. Se 28 3 3
evidencié cierta variabilidad nucleotidica dentro del serotipo 3. 33 1 1
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Figura 1. Arbol filogenetico obtenido del analisis de las secuencias de gen cpsB. 88 1 1
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*Serotipo probable: porcentaje de identidad menor al 98% y mayor al 90%
**Serotipo definido: porcentaje de identidad mayor al 98%.

La aplicacion de tecnicas moleculares permitio aumentar significativamente la tipificacion capsular de S. pneumoniae en muestras clinicas. Conocer los serotipos presentes en este
tipo de complicaciones aporta datos para la optimizacion de medidas de prevencion y tratamiento.
El analisis filogenético resulto util para confirmar la identificacion de serotipo por alineamiento de secuencias en GenBank y se observo variabilidad dentro del serotipo 3.
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