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Presentaciones orales 1: Bacteriologia
Clinica 1
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14:30 - 16:00 h

Salon Rodin

0-001

Evaluacion de la espectrometria de masa aplicada -MALDI-TOF- en la
identificacion de bacilos Gram-negativos no fermentadores

MN Almuzara', C Barberis', CH Rodriguez', N Regali’, G Traglia?, MS Ramirez?,
A Famiglietti', CA Vay'

!Laboratorio de Bacteriologfa. Catedra de Microbiologia Clinica.
Departamento de Bioquimica Clinica. Facultad de Farmacia y Bioquimica.
Hospital de Clinicas. Universidad de Buenos Aires., Argentina. ? Instituto de
Microbiologia y Parasitologia Médica (IMPaM, UBA-CONICET), Facultad de
Medicina, Universidad de Buenos Aires, Argentina.

€n la prdctica diaria la identificacién de los bacilos Gram negativos no
fermentadores de glucosa (BNF) por pruebas bioquimicas convencionales
suele ser dificultosa.

Con el fin de evaluar la capacidad de la espectrometria de masa (MALDI-
TOF) para la identificacién de estos microorganismos se realizé un estudio
preliminar con 260 aislados de bacilos Gram negativos no fermentadores
provenientes de especimenes clinicos correspondientes al periodo 2009-
2012.

Todas las cepas fueron identificadas mediante técnicas moleculares
(secuenciacién del ARNr 16S, gyrB, y/o RPO)
convencionales.

y métodos fenotipicos

Dado que la secuenciacion del ARNr 16S no puede discriminar con alta
eficiencia las especies del complejo Pseudomonas putida/Pseudomonas
fluorescens y las especies del género Achromobacter, y abordar a nivel de
especie en este grupo requiere la secuenciacion de varios genes, se consideré
correcta cuando el microorganismo fue identificado por MALDI-TOF como una
especie del complejo P.putida/P. fluorescens o cualesquiera de las especies
del género Achromobacter respectivamente.

La espectrometria de masa fue realizada con un equipo MALDI-TOF, Bruker,
Daltonics. Los resultados fueron analizados utilizando la base de datos de
Biotyper (versién 3.1, BD, Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Alemania).

Se ensayaron 260 BNF: Pseudomonas del grupo fluorescente: (Pseudomonas
grupo putida; P. grupo fluorescens; P. aeruginosa) (30); Pseudomonas
spp.: (P. fulva; P. oryzihabitans; P. stutzeri): (13); complejo Burkholderia
cepacia (9); Burkholderia gladioli (1); Pandoraea sputorum (2); Cupriavidus
pauculus (1); Stenotrophomonas maltophilia (17); Acinetobacter spp. (34);
Achromobacter spp. (43) y géneros relacionados: Alcaligenes faecalis (3);
Bordetella spp. (9); Kerstersia gyorium (2); Oligella urethralis (3); Familia
Flavobacteriaceae: Elizabethkingia meningoseptica:(12); Chryseobacterium
spp. (6), Myroides spp. (4); Shingobacterium multivorum (4); Wautersiella
falsenii (2), Weeksella virosa (1), Familia Comamonadaceae: Comamonas
testosteroni (1); Comamonas kerstersii (10); Delftia acidovorans (4);
otros BNF: Sphingomonas paucimobilis (1); Brevundimonas diminuta (7),

Brevundimonas vesicularis (1), Ochrobactrum spp. (9), Pannonibacter
phragmitetus (14); Rhizobium radiobacter (5); Shewanella spp. (11),
Wohlfahrtiimonas chitiniclastica (1).

Sobre un total de 260 aislados de BNF, MALDI-TOF identificé correctamente a
nivel de género 258 (99 %) y a nivel de especie 248 (95 %).

MALDI-TOF pudo identificar mds del 95 % de los BNF tanto a nivel de género
como de especie, entre los 26 géneros diferentes ensayados, superando por
la exactitud y rapidez a la identificacion fenotipica y molecular hasta ahora
conocida.

0-002

La proteina A de Staphylococcus aureus contribuye al desarrollo de
osteomielitis en un modelo experimental

A Mendoza Bertelli!, S Lattar’, M Notollana', DO Sordelli*, MV Delpino?, N
Sanjuan’, Ml Gémez'

!Instituto de Investigaciones en Parasitologia y Microbiologia Médica
(IMPaM), UBA-CONICETL, Argentina. 2 Instituto de Inmunologia, Genética y
Metabolismo (INIGEM), UBA-CONICET, Argentina.

Las infecciones osteoarticulares poseen alta morbi-mortalidad siendo
Staphylococcus aureus responsable de entre el 50% y el 70% de las
osteomielitis enindividuos adultos. Entre los mdltiples factores de virulencia
de S. aureus, la proteina A (SpA) ha sido identificada como inductora de las
cascadas de sefializacion de TNF-D e IFN beta. La importancia de dichas vias
de sefializacion en el metabolismo dseo, nos permitié hipotetizar que SpA
podria contribuir a la patogenia de la osteomielitis por S. aureus. A fin de
demostrar esta hipotesis, grupos de ratas adultas de la cepa Wistar fueron
inoculadas bajo anestesia intramedularmente en la tibia izquierda con 2 x
108 UFCde S. aureus o una mutante isogénica que no expresa proteina A (spa-
). Alas 96 horas, 10y 15 semanas post-desafio las ratas fueron sacrificadas.
Se cuantificaron las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) recuperadas en
hueso y se analizaron pardmetros morfométricos (Indice Osteomielitico,
1.0). €n grupos inoculados en forma paralela se realizaron estudios
histopatoldgicos. Se observd una reduccién significativa en el tamafio
de la lesion dsea en las ratas inoculadas con la mutante spa- respecto de
las inoculadas con S. aureus a todos los tiempos estudiados (96 horas:
p<0,01; 10 semanas: p<0,05; 15 semanas: p<0,01). Asimismo se observé una
reduccion significativa en el nimero de UFC a las 96 horas y 15 semanas post-
(96 horas: p<0,01; 10 semanas: p=0,222; 15 semanas: p<0,001).
A las 15 semanas post-desafio se observd una correlacion entre las UFC

desafio

recuperadas y el 1.0 (r=0,96 p<0,0001). Dada la importancia de la actividad
de las metaloproteinasas (MMPs) en la degradacién ésea y por consecuente
en las enfermedades osteoarticulares, se determiné la actividad de MMP-
9 en los homogenatos de las tibias infectadas utilizando a las tibias sin
inocular como control de actividad basal. Se observaron diferencias
significativas en la actividad proteolitica de MMP-9 en ratas desafiadas con
S. aureus respecto de la mutante spa- a las 10 semanas post-inoculacién
(p< 0,05). Paralelamente se realizaron andlisis histolégicos de las tibias a
las 15 semanas post-desafio advirtiéndose la presencia de abscesos, con
piocitos y leucocitos polimorfonucleares y escaso tejido de granulacidn, en
las tibias inoculadas con S. aureus. €n las tibias de las ratas infectadas con
la mutante spa- el tejido de granulacion fue proporcionalmente mayor que
los abscesos. Se determind la presencia de osteoclastos en cortes de tejido
mediante la reaccion enzimdtica de la fosfatasa dcida tartrato resistente
(TRAP). Se observé un mayor nimero de osteoclastos (evidenciados por
microscopia éptica como células multinucleadas positivas para TRAP) en
las tibias desafiadas con S. aureus respecto a las inoculadas con la mutante
spa-. Estos resultados en su conjunto sugieren un rol para la proteina A en el
desarrollo de osteomielitis por S. aureus.
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de HBY, luego de realizar el andlisis filogenético de todas las secuencias de
genoma completo publicadas en el GenBank. Este hecho amerita una recla-
sificacion del genotipo D en subgenotipos mediante el andlisis del genoma
completo y respetando el 4% de divergencia establecido mundialmente para
la clasificaciéon en subgenotipos.

Virologia clinica

P-129

FILOGENIA DE CEPAS DE METAPNEUMOVIRUS HUMANO QUE CIRCULARON EN
POBLACION INFANTIL DE LA CIUDAD DE CORDOBA DURANTE EL ANO 2011

PE Rodriguez, MC Frutos, C Cuffini, JA Camara, A Cdmara

Instituto de Virologia “Dr. J. M. Vanella”. Facultad de Ciencias Médicas.
UNC, Argentina.

Metapneumovirus humano (MPVh) es un agente viral causante de infeccién
respiratoria, descubierto en el afio 2001 en Holanda por Bernardette van den
Hoogen. Se encuentra taxonémicamente ubicado en la Familia Paramixovi-
ridae, Subfamilia Pneumovirinae y Género Metapneumovirus. Andlisis filoge-
néticos han demostrado la presencia de dos grupos genéticos, reconocidos
como Ay B, los cuales se subdividen en dos grupos 1 y 2. €n Argentina Galiano
y col. en el 2006 determinaron la presencia de los subtipos Al, A2 y Bl es-
tando el B2 ausente. €n Buenos Aires, Vélez Rueda (2013) mostré que A2 y
B2 cocircularon entre 2009-2010, mientras que en el 2011 sélo circulé MPVh
A2. Por otro lado el andlisis filogenético de las proteinas Ny G estudiados en
Uruguay describe la circulacion de los linajes A2, B1y B2.

Este trabajo tuvo como objetivos detectar e identificar filogenéticamente
secuencias de MPVh a partir de muestras de nifios menores de 5 afios de la
ciudad de Cordoba durante el afio 2011.

Se analizaron 134 muestras de aspirados e hisopados nasofaringeos (ANF/
HNF) obtenidas de nifios menores de 5 afios de la ciudad de Cérdoba durante
el afio 2011. Se llevé a cabo la deteccién de una region del gen N (199pb) de
MPVh por medio de la técnica de RT-PCR convencional (adaptada de Bous-
cambert- Duchamp). Dos de las muestras positivas fueron secuenciadas
para comprobar su identidad. Por dltimo se realizé el andlisis filogenético
de la regién N construido por Maximun Likelihood (PhyML software), usan-
do como modelo TIM2-G, con pardmetros sugeridos por JModelTest 3.7, con
bootstrap y 1000 pseudoreplicas.

Se detectd ARN de Metapneumovirus humano en el 57% de las muestras ana-
lizadas hasta el momento por RT-PCR. Se comprobé la identidad de dos de
las muestras positivas por secuenciacion y se determind el genotipo al cudl
pertenecen. Analizando la filogenia se puede notar que las secuencias de los
pacientes positivos agruparon junto con las pertenecientes a otras regiones
clasificadas dentro de MPVh subtipo A2, alejadas en menor medida del sub-
tipo Al y en mayor medida de los subtipos B1 y B2. A su vez se observa que
una de las secuencias tiene una mayor probabilidad de asociacién con A2.
€n primer lugar estos resultados indican que MPVh estuvo circulando en po-
blacion infantil de la ciudad de Cordoba durante el afio 2011. Son los prime-
ros resultados obtenidos a partir de andlisis moleculares en dicha ciudad.
Por otra parte es esperable que las secuencias se hayan asociado al subtipo
A2, debido a que para esta regidn es uno de los subtipos mds abundantes y
coincide la circulacion durante ese afio con estudios realizados en Buenos
Aires.

Se pretende proseguir con las secuenciaciones para abarcar todos los ca-
sos positivos y poder deducir si en el afio 2011 también pudo haber circulado
MPVh A1, Bly B2, y asi poder desarrollar primers especificos para la detec-
cion de cepas autdctonas y de cada subtipo especificamente.
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ANALISIS FILOGENETICO DE DISTEMPER CANINO EN CHILE

C Navarro, V Salas, J Pizarro

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias. Universidad de Chile, Chile.

Revista Argentina de Microbiologia (2013) 45 - Supl. 1

Introduccidn. €nlos Gltimos afios, la aparicion de una gran cantidad de casos
de distemper canino (DC) en animales adultos con su plan de vacunacién al
dia ha alarmado a los médicos. Asi, los casos de distemper canino se han
vuelto una preocupacién importante dentro del quehacer clinico veterinario.
Los casos de DC se han vuelto una preocupacién importante dentro del que-
hacer clinico veterinario.

Objetivo. Conocer cudl(es) de los linajes existentes del Virus Distemper Ca-
nino (VDC) estarian presentes en Chile, a través del secuenciamiento parcial
del gen H del VDC posterior a la prueba de PCR.

Material y Métodos. Se utilizaron muestras de sangre periférica de perros
domésticos con una amplia gama de sintomatologia compatible con DC, sin
restriccion de raza, edad o sexo. €l criterio de inclusion de muestras consi-
dera un prediagndstico de distemper clinico seguido de test ELISA especifico
para VDC (IgM positivo). Como virus de referencia se utilizaron dos cepas
de VDC provenientes de vacunas comerciales (Lederle y Onderstepoort). La
extraccién de ARN se realizd mediante un kit de extraccién (Trizol LS, Invi-
trogen®©). Se utilizé el “kit SuperScript one step RT-PCR with platinum Tag”
(Invitrogen®) y el protocolo contemplé una incubacién a 50° C duran-
te cuarenta minutos y otra a 94° C durante dos minutos. &n la reaccion de
PCR se utilizaron los partidores CDV1: 5°-GTCCTTCTCATCCTACTGG-3" y CDV2:
5" -ACACTCCGTCTGAGATAGC-3" y un protocolo que incluye treintay cinco ci-
clos (94° C por un minuto; 50° C durante dos minutos; dos minutos a 72° C)
y una extension final a 72° C durante dos minutos. La visualizacion del pro-
ducto amplificado se realizé mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%
y posterior incubacién con bromuro de etidio. Los amplicones obtenidos se
enviaron a la empresa Genytec LTDA para su secuenciacion. Las secuencias
consenso fueron ingresada al programa on line BLAST para definir la iden-
tidad nucleotidica del fragmento amplificado. €l andlisis filogenético de las
secuencias nucleotidicas obtenidas se realizé mediante el programa MEGA de
andlisis bioinformdtico, en donde las secuencias nucleotidicas se alinearon
usando el programa Clustal W. Resultados. Los resultados del alineamiento
de las secuencias consenso y las secuencias oficiales del GenBank® permiti6
conocer el patron geogrdficos de segregacion o el lingje correspondiente; asi
la secuencia CDV12/VSR/Chile segregd en el linaje Europeo, mientras que la
secuencia CDV13/VSR/Chile lo hizo en el linaje América 1.

Discusion. Se logrd establecer la existencia en Chile de dos de los ocho linajes
conocidos de VDC, lo cual constituye un primer paso en el estudio de la dind-
mica epidemioldgica del virus.
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EVALUACION DE UNA PRUEBA INMUNOCROMATOGRAFICA PARA LA DETECCION
DE ANTIGENOS DE ROTAVIRUS EN MATERIA FECAL

€S Bardossy’, JI Degiuseppe?, M Rodriguez®, L Irazu®, JA Stupka®

! Residencia en Microbiologia Clinica. INEI — ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrdn”,
Argentina. ? Laboratorio de Gastroenteritis Virales. INEl — ANLIS “Dr. Carlos
G. Malbrdn”, Argentina. * Departamento Parasitologia. INEl — ANLIS “Dr.
Carlos G. Malbran”, Argentina.

Rotavirus del grupo A (RVA) es el principal agente responsable de la diarrea
aguda en la primera infancia. Se estima que anualmente causa mds de medio
millén de muertes en menores de 5 afios, de las cuales el 90% se produce en
paises no desarrollados.

€l diagndstico de certeza oportuno permite evaluar el prondstico clinico,
definir acciones para evitar la diseminacién intranosocomial y favorecer el
uso racional de antimicrobianos, asi como también brindar informacion con
respecto a la prevalencia de los enteropatdgenos mds frecuentes en la po-
blacién.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda el uso de técnicas de
ELISA para la deteccion de antigenos de RVA en heces. Asimismo, la necesi-
dad de dar una respuesta diagndstica rdpida y la amplia disponibilidad de
equipos comerciales condujo a que cada vez mds establecimientos sanitarios
utilicen pruebas basadas en inmunocromatografia (ICT). Las principales li-
mitaciones que presenta esta metodologia son la subjetividad en la interpre-



