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Resumen

Introduccion: Staphylococcus aureus, es un patdgeno que causa
intoxicacion alimentaria e infecciones hospitalarias y comunitarias.
Objetivo: Establecer el perfil de genes de superantigenos en aislamientos
hospitalarios correlacionandolos con el tipo de muestra clinica,
susceptibilidad antimicrobiana y origen hospitalario o comunitario.
Métodos: Se analizaron 81 aislamientos de S. aureus de pacientes
de un hospital colombiano. Fueron clasificadas por susceptibilidad
antimicrobiana, tipo de muestra clinica y origen hospitalario o
comunitario. Se detecté por PCR individual y muiltiple 22 genes de
superantigenos (18 enterotoxinas, una toxina del choque téxico-1 y tres
toxinas exfoliativas).

Resultados: El 95.1% albergaban uno o mas genes de superantigenos con
un promedio de 5.6 genes. La prevalencia individual fue variable y el gen
con mayor prevalencia fue seg (51.9%). Se obtuvieron 39 genotipos, y el
genotipo gimnou (cluster egc completo) fue el de mayor frecuencia (16.0%)
y asociado con otros genes (13.6%). La correlacién de superantigenos
frente a tipo de muestra clinica y susceptibilidad antimicrobiana no mostré
diferencia estadistica significativa, pero hubo diferencia significativa con el
tipo de aislamiento hospitalario o comunitario (p= 0.049).

Conclusiones: Los resultados muestran la diversidad genética en los
aislados hospitalarios respecto a la presencia de superantigenos y no
muestra una relacién concluyente con el tipo de muestra clinica y
susceptibilidad antimicrobiana pero si con origen de los aislamientos
comunitarios y hospitalarios. Un andlisis de la interrelacion entre la
virulencia, epidemicidad y resistencia antimicrobiana de las poblaciones
bacterianas es necesario para predecir el futuro de las enfermedades

infecciosas.
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Abstract

Introduction: Staphylococcus aureus is a pathogen that causes food
poisoning as well as hospital and community acquired infections.
Objective: Establish the profile of superantigen genes among
hospital isolates in relation to clinical specimen type, susceptibility to
antibiotics and hospital or community acquisition.

Methods: Eighty one isolates obtained from patients at Colombian
hospital, were classified by antimicrobial susceptibility, specimen type
and hospital or community acquired . The PCR uniplex and multiplex
was used for detection of 22 superantigen genes (18 enterotoxins, 1
tsst-1 and 3 exfoliative toxins).

Results: Ninety five point one percent of isolates harbored one or more
of the genes with an average of 5.6 genes. Prevalence of individual
genes was variable and the most prevalent was seg (51.9%). Thirty
nine genotypes were obtained, and the genotype gimmnou (complete
egc cluster) was the most prevalent alone (16.0%) and in association
with other genes (13.6%). The correlation between presence of
superantigens and clinical specimen or antimicrobial susceptibility
showed no significant difference. But there was significant difference
between presence of superantigens and the origin of the isolates,
hospital or community acquired (p= 0.049).

Conclusions: The results show the variability of the superantigen
genes profile in hospital isolates and shows no conclusive relationship
with the clinical sample type and antimicrobial susceptibility, but
there was correlation with community and hospital isolates. The
analysis of the interplay between virulence, epidemic and antibiotic
resistance of bacterial populations is needed to predict the future of

infectious diseases.
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Introduccion

Staphylococcus aureus es el principal patégeno humano capaz de
causar un amplio rango de infecciones, incluyendo infecciones
de tejidos blandos y la piel, infecciones asociadas a la atencién
en salud (infecciones nosocomiales), intoxicaciéon alimentaria
e infecciones mas severas como el sindrome del choque tdxico,
endocarditis, osteomielitis, meningitis y neomonia®?.

La patogenicidad de S. aureus es muy compleja, involucrando
numerosos productos bacterianos y sofisticadas vias de regulacion’.
Han sido descritos muchos factores de virulencia, resistencia a los
antibidticos, produccion de enzimas y exotoxinas que contribuyen
a su habilidad para colonizar y causar enfermedad™*.

Algunas cepas producen una o mas exoproteinas, incluyendo
enterotoxinas (SE, Staphylococcal Enterotoxins), toxina del
sindrome del choque téxico (TSST-1, Toxic Shock Syndrome
Toxin-1), toxinas exfoliativas (TE, Toxin Exfoliative) y
leucocidinas®.

La superantigenicidad es una de las propiedades mas estudiadas
de estas exoproteinas, las cuales incluyen su capacidad para activar
entre el 20% y 30% de los linfocitos T (LT) con una produccién
masiva de citocinas y quimiocinas pro-inflamatorias que pueden
causar fiebre, hipotensién, y otros desérdenes que pueden
conducir a un potencial choque tdxico letal**.

Se conocen cinco enterotoxinas clasicas (SEA a SEE), otras
enterotoxinas de mas reciente descripcion, denominadas
enterotoxinas no clasicas (SEG to SEU)7° Una nueva
enterotoxina ha sido detectada y denominada SEIX (gen selx) que
contribuye a la letalidad de algunas cepas de SARM-AC en una
neumonia necrozante'’.

Muchas de las enterotoxinas son codificadas en elementos
genéticos moviles localizados en islas de patogenicidad,
transposones, plasmidos, fagos o regiones genéticas altamente
variables (vSaf)®'.

Existe un grupo de genes de enterotoxinas (cluster egc) que asocia
los genes seg-sei-sem-seo-sen y algunas veces seu, los cuales han
sido relacionados a una virulencia incrementada en cepas de S.
aureus y estd localizada en la isla de patogenicidad vSA*'>". Otros
genes de enterotoxinas son detectados en el casete cromosémico
de resistencia a meticilina (SCCmec)".

Las toxinas exfoliativas producidas por S. aureus son responsables
del sindrome de piel escalda, con manifestaciones ampollosas en
la piel. Los niflos y jévenes son los mas afectados'>'. Las ETs son
clasificadas como ETA, ETB y ETD, siendo ETB la més frecuente
y ETD la menos frecuente'”".

Estudios recientes muestran la prevalencia de los genes de
superantigenos (SAgs) en aislamientos de S. aureus de diferentes
fuentes y regiones geograficas. Algunos estudios clinicos han
intentado establecer una correlacién entre la deteccién de los
genes de superantigenos con la infeccién del paciente, pero estas
relacionadas no han sido plenamente esclarecidas®**?'.

El objetivo del estudio fue establecer la relacion entre el perfil de
genes de superantigenos (SEs, ETs and TSST-1) con la resistencia
a los antibidticos, tipo de espécimen clinico (sangre, secreciones
y otros), y origen de las cepas hospitalarias o comunitarias en
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aislamientos de S aureus (AH: Adquiridas en el Hospital o AC:
Adquiridas en la Comunidad) con el propdsito de establecer la
virulencia potencial de los aislamientos de S. aureus de un hospital
colombiano.

Materiales y Métodos

Estudio prospectivo llevado a cabo con 81 aislamientos de S.
aureus obtenidos en el periodo de febrero de 2009 a marzo de
2011. Unicamente aislamientos de S. aureus de pacientes de
ambos sexos y adultos con diagnoéstico de infecciones asociadas
a la atencién en salud (IAAS) fueron incluidos en el estudio y se
excluyeron pacientes con infecciones polimicrobianas y los nifios.
Se analiz6 solamente el primer aislamiento cultivado y donado por
el laboratorio clinico del hospital.

El estudio fue aprobado y supervisado por el Comité de Bioética de
la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Tecnoldgica
de Pereira.

La identificacién de los aislados clinicos y la susceptibilidad
antibidtica fueron llevadas a cabo por un sistema automatizado
(Automated Systems for Susceptibility Testing, WalkAway/
Microscan(r), Dade Behring) en el laboratorio clinico del Hospital
Universitario San Jorge (Pereira-Colombia), este hospital presta
servicios de I, ITI y IV niveles de atencién en salud con 402 camas
y un promedio mensual de ingresos y egresos de 2,100 y 1,700
pacientes respectivamente.

Los aislados fueron confirmados como S. aureus por PCR usando
los iniciadores (Primers): Sa442-1 5-AAT CTT TGT CGG TAC
ACG ATA TTC TTC ACG -3’ and Sa442-2 5-CGT AAT GAG
ATT TCA GTA GAT AAT ACA ACA -3 para amplificar una
porcion del gen Sa442 of S. aureus especifico de especie®.

Clasificacion de los aislamientos de S. aureus

Los aislados fueron clasificados de acuerdo con el tipo de espécimen
clinico (sangre, secreciones y otros). Las secreciones procedian de
oidos, ojos, musculo, quemaduras, articulaciones, abscesos y heridas.
En otros se incluyeron catéteres, aspirados traqueobronquiales,
liquido peritoneal, pleural, cefalorraquideo y orina.

Los aislamientos también fueron clasificados como resistentes a
uno o mas antibiéticos y finalmente, los aislados fueron clasificados
por el Hospital San Jorge como AH o AC.

Extraccién de ADN

La extraccion del ADN genémico fue realizado por el método de
CTAB (Cetyltrimethylammonium Bromide) modificado para el
uso de lisostafina y metodologia descrita por Johnson et al ». El
ADN extraido fue almacenado a -20° C en alicuotas de 20 ng/pL
para posterior analisis por PCR.

Identificacion de los genes de los superantigenos

Todos los aislamientos fueron examinados para los 22 genes
(sea a see, tsst-1, seg a ser, seu, eta, etb yetd) por PCR. Cinco cepas de
referencia fueron usadas como control positivo, conteniendo uno
o més genes de superantigenos: ATCC 700699, ATCC BAA-1707,
ATCC 13565, ATCC 13566 y ATCC 19095 (FRI137). La secuencia
nucleotidica para todos los iniciadores usados en el estudio y sus
respectivos productos de amplificacion fueron descritos por otros
autores'®!®24 (Tabla 1).



Corredor ALF /et al/Colombia Médica - Vol. 47 N°1 2016 (Ene-Mar)

Tabla 1. Secuencia de los primers, los nucleétidos y el tamafo del
producto amplificado por PCR.
Gene Secuencia primer (5°- 3")

La PCR mdltiple serie A incluy6é iniciadores para los
genes sea a see y femA. La reaccién de amplificacién fue llevada
Tamario (pb) Referencia a cabo en un volumen final de 25 pL, conteniendo buffer 1X

sea  GGT TAT CAATGT GCG GGT GG 102 24 (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCI, pH 9.0), 3 mM MgCl,, 200 uM
CGG CACTTT TTT CTC TTC GG dNTPs, 20 pmol de cada iniciador sea, seb, sec y see, 40 pmoles de
seb  GTATGG TGG TGT AAC TGA GC 164 24 iniciador sed, 1 U de Taq polimerasa (Invitrogen) y 1 uL de ADN
CCA AAT AGT GAC GAG TTA GG a una concentraciéon de 20 ng/uL. La amplificacion fue efectuada
sec  AGATGA AGT AGT TGA TGT GTA TGG 451 2% en un termociclador (Perkin Elmer GeneAmp 9700), bajo las
CACACTTTT AGA ATC AAC CG siguientes condiciones: desnaturalizacién a 94° C por un min,
sed  CCA ATA ATA GGA GAA AAT AAA AG 278 24 anillamiento a 61° C por 30 segundos y extension a 72° C por un
ATT GGT ATT TTT TTT CGT TC min, para 35 ciclos™,
see  AGGTTT TTT CAC AGG TCA TCC 209 24
CTTTTT TTT CTT CGG TCA ATC les . . Lo
it ACC CCT GTT CCC TTA TCA TC 326 24 La PCR muljup.Ie serie B incluyd iniciadores para los genes dell,as
ITT TCA GTA TTT GTA ACG CC. toxinas exfoliativas A y By el gentsst-1. Lareaccion de amplificacion
eta  GCAGGT GTT GAT TTA GCA TT 93 5g UVO las mismas condiciones que la serie A, excepto, para la
AGA TGT CCC TAT TTT TGC TG concentracion del iniciador eta con 50 pmoles como lo describe
eth  ACA AGC AAA AGA ATA CAG CG 226 24 Mehrotra et al**. Para tsst-1y etbfue 20 pmoles. La temperatura de
GTT TTT GGC TGC TTC TCT TG amplificacion y ciclos como se describe en la serie A.
etd AAC TAT CAT GTA TCA AGG 376 18
CAG AAT TTC CCG ACT CAG PCR individual
seg AAGTAGACATTTTTGGCGTTCC 287 25 Nosotros utilizamos para detectar los genes de las enterotoxinas
AGAACCATCAAACTCGTATAGC no clasicas: seg a ser, seu, y la toxina exfoliativa etd la PCR
seh  GTCTATATGGAGGTACAACACT 213 25 individual. Los iniciadores para el gen femB fueron usados como
GACCTTTACTTATTTCGCTGTC control interno de reaccion, el cual es también un factor esencial
sei  GGTGATATTGGTGTAGGTAAC 454 25 de la resistencia a meticilina®. Cepas de referencia ATCC fueron
ATCCATATTCTTTGCCTTTACCAG usadas como control positivo y agua destilada estéril como control
sej  ATAGCATCAGAACTGTTGTTCCG 152 25 negativo
sok ,?Zggggg??g;:;?:g?ggéﬁAGG 293 95 La mezcla de reaccién (25 pL) cont.enia 20 p,nllol de cada iniciador,
TAGATATTCGTTAGTAGCTG 2.5 .mM MgCl,, 200 uM de cada ohgonl.lc.leotldo, 1 U of Tag DNA
sel  TAACGGCGATGTAGGTCCAGG 383 o5 polimerasa and buffer 1X. Las condiciones del termociclador
CATCTATTTCTTGTGCGGTAAC fueron: desnaturalizacion a 94° C por 30 s, anillamiento a 55° C
sem GGATAATTCGACAGTAACAG 379 o5 por 30s, y una extension a 72° C por 60 s para 30 ciclos™.
TCCTGCATTAAATCCAGAAC La deteccion y analisis de todos los productos de amplificacién
sen  TATGTTAATGCTGAAGTAGAC 282 o5 fueron efectuados por electroforesis en gel de agarosa al 2%
ATTTCCAAAATACAGTCCATA coloreado con Bromuro de Etidio.
seo TGTGTAAGAAGTCAAGTGTAG 214 25
TCTTTAGAAATCGCTGATGA Andlisis estadistico
sep TGATTTATTAGTAGACCTTGG 396 25 Se elaboraron Tablas de contingencia y se analizaron diferentes
ATAACCAACCGAATCACCAG tipos de correlaciones entre la presencia o ausencia de los genes de
seq AATCTCTGGGTCAATGGTAAGC 122 25 superantigenos frente a la resistencia antibidtica, tipo de espécimen
TTGTATTCGTTTTGTAGGTATTTTCG clinico, origen hospitalario o comunitario de S. aureus. Se aplicé la
ser  GGATAAAGCGGTAATAGCAG 166 25 prueba exacta de Fisher y p <0.05 con un intervalo de confianza de
GTATTCCAAACACATCTAAC 95% fueron considerados estadisticamente significativos.
seu ATTTGCTTTTATCTTCAT 167 10
GGACTTTAATGTTTGTTTCTGAT Resultados
fem AAAAAAAGCACATAACAAGCG 132 24
GATAAAGAAGAAACCAGCAG Ochenta y un aislamientos de S. aureus fueron identificados por
fem BTTACAGAGTTAACTGTTACC 651 25 ¢l sistema automatizado y confirmados por la amplificacién del

ATACAAATCCAGCACGCTCT

PCR multiple

Dos series de PCR multiple fueron utilizadas para amplificar
los genes de las enterotoxinas clasicas (sea a see ), toxina del
sindrome del choque téxico (tsst-1) y toxinas exfoliativas
(eta y etb). El control interno de reaccion se efectio con la pareja
de iniciadores femA, que amplifica un fragmento de 132 pb del
gen femA (componente estructural del peptidoglicano, asociado
a resistencia a meticilina)!®'®?* . Las cepas de referencia ATCC
fueron usadas como control positivo y como control negativo
agua destilada estéril.
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gen Sa442 (100%). La distribucién de los aislamientos por género
fue del 51.9% (42/81) para sexo masculino con un promedio de
genes del 6.2 y 48.1% (39/81) para sexo femenino con un promedio
de genes de 4.9, sin diferencias estadisticamente significativas
(p=0.37).

Clasificacion de los aislamientos de S. aureus de acuerdo al tipo de
espécimen clinico

Los aislados clinicos de S. aureus en 23 muestras de sangre
(28.4%), 39 de secreciones (48.1%) y 19 fueron clasificados como
otros (23.5%).
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Tabla 2. Susceptibilidad de los grupos antimicrobianos en
aislados de S. aureus. N= 81.

Grupo antimicrobial S % R %
Beta-Lactam 6 74 750 926
Chloranphenicol 81 100 0 0.0
Quinolones 54 66.7 27.7 333
Clindamycin 54 66.7 27.7 333
Macrolide 43 53.1 381 469
Fusidic acid 81 100 0 0.0
Aminoglycoside 56 69.1 251 309
Nitrofurantoin 81 100 0 0.0
Rifamycin 80 98.8 1 1.2
Tetracycline 59 728 228 272
Trimethoprim/Sulfonamide 81 100 0 0.0
Glycopeptide 81 100 0 0.0
S=sensibilidad

R=resistencia

La susceptibilidad antibidtica en S. aureus mostrd que 6 aislados
(7.4%) fueron sensibles a todos los 12 grupos de antibiéticos
probados (26 antibiéticos) y 75 (92.6%) fueron resistentes a uno
o mds antibidticos. El rango de resistencia varié entre 92.6%
(75/81) para Beta-Lactamicos a 1.2% (1/81) para rifampicina.
Adicionalmente, 31 aislamientos fueron resistentes a oxacilina
(38.7%) fenotipicamente clasificados como MRSA (Tabla 2).

La prevalencia de los 22 genes detectados por PCR en los 81
aislamientos de S. aureus fue de 95.1% (77/81) y en 4.9% (4/81)
no fueron detectados los genes. El rango de genes detectados fue
de 2 genes en 11 aislamientos (13.6%) y 13 genes en 6 aislamientos
(7.5%), para un promedio de 5.9 genes.

La distribucién de los genes mostré 39 genotipos y el
genotipo gimnou (Cluster egc completo) fue el mas prevalente
(16.0%) y asociado con otros genes (13.6%), seguido por el
genotipo sek-seg con 18.4% y 42.0% de los otros genotipos
presentaron diferentes combinaciones de genes.

La prevalencia individual de los genes fue variable y el gen seg fue

Tabla 3. Perfil de los genes superantigeno distribuidos como clasicos, no
clasicos, toxina del sindrome del choque toxico y toxinas exfoliativas en
aislados clinicos de S. aureus.

Variables Gene NP %
Superantigenos Clasicos sea 9 111
seb 8 9.9
sec 13 16.0
sed 3 3.7
see 3 3.7
Toxina del sindrome del choque toxico tsst-1 5 6.2
Superantigeno no clésico seg 42 519
seh 29 35.8
sei 36 44 .4
sej 3 3.7
sek 25 30.9
sel 18 22.2
sem 27 33.3
sen 36 44.4
seo 30 37.0
seq 37 45.7
seu 41 50.6
Toxinas exfoliativas eta 2 2.5
etd 34 42.0

NP= niimero positivo
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el de mayor prevalencia (51.9%), seguido de seq (45.7%) y el de
menor prevalencia fue el gen eta (2.5%). Los genes sep, sery etb no
fueron detectados. Hubo una diferencia marcada entre los genes
clasicos con un promedio de genes de 0.44 y 4.0 para no cldsicos
(Tabla 3).

Los Beta-Lactamicos fue el tnico grupo que mostré diferencia
significativa (p <0.05) al comparar la presencia de los
superantigenos y la susceptibilidad a los antibiéticos del grupo en
los aislamientos de S. aureus.

Correlacion entre la presencia de los genes de superantigenos y el
tipo de aislamiento hospitalario o comunitario

La Tabla 4 muestra los resultados de la detecciéon de los genes
de superantigenos de acuerdo al origen AH o AC, donde 43.2%
(35/81) de los aislados AH tuvieron uno o mas genes de SAgs y
59.9% (42/81) de AC con uno o mas genes de SAgs con diferencia
estadisticamente significativa (p= 0.049).

Correlacion entre la presencia de los genes de superantigenos y
el tipo de muestra clinica

De los 23 aislamientos de los especimenes de sangre, 21 (25.9%)
tuvieron uno o mas genes de SAgs con un promedio de 5,2 genes.
Para secreciones, de los 39 aislamientos, en 37 (45.7%) se detectd
los genes con promedio de 5.8 de genes, y para los 19 aislados
clasificados como otros, todos tuvieron uno o mas genes de los
superantigenos (23.5%) con un promedio de 6.9 genes. El analisis
estadistico por la prueba exacta de Fisher no mostré diferencia
significativa (p = 0.566) (Tabla 4).

Discusion

Staphylococcus aureus es el segundo patégeno mas aislado de
infecciones en el Hospital Universitario San Jorge de Pereira al
igual que otros hospitales de Colombia®. El 95.1% de todos los
aislamientos contenian al menos un gen de superantigeno. Esta
alta prevalencia también ha sido reportada por Varshney et al.,
con el 99% 5, Chiang, et al., con el 91.8% 10, Xie et al., con el 90.7%
27y Omoe et al., con el 77.4%%.

La prevalencia de genes individuales vari6 como los reportados
por otros autores®®'. El gen individual mas detectado en el
estudio fue seg (51.9%) el cual también ha sido reportado en
otros estudios®®*. En Colombia, Portillo et al., encontré seg en
un 94% de aislados de MRSA. Para otros genes, en contraste a
Portillo, nosotros detectamos tsst, sea, seb, sec, seh y sel pero no sep,
ser yetb, esto indica la heterogeneidad genética de S. aureus en un
mismo pais. Los genes individuales o sus asociaciones indican la
diversidad en todos los aislamientos de S. aureus sin importar el
origen.

Elntimero de genotipos detectados fue de 39, similar a lo reportado
por Omoe et al.”, y superior al reportado por Kuroda et al’, lo
cual nos permite inferir que el nimero de genotipos es variable y
dependiente del tipo de cepa y drea geografica de procedencia del
aislamiento.

La presencia del cluster egc completo o asociado con otros SAgs en
el estudio es consistente con otros reportes en su prevalencia®®'>¥
y mas bajo que lo reportado por Portillo et al . Un hallazgo
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Tabla 4. Relacion entre genes superantigeno con la susceptibilidad antimicrobial, origen hospitalario o comunitarios y tipo de muestras

clinicas.
Superantigenos Susceptibilidad antimicrobial Lugar adquisiciéon Tipo de especimen clinico

S % R % AH % AC % Sangre % Secrecién % Otro %
SAg* 5 6.2 75 92.6 35 43.2 42 51.9 21 259 37 45.7 19 235
SAg 1 1.2 0 0.0 4 4.9 0 0.0 2 2.5 2 2.5 0 0.0
Total 6 7.4 75 92.6 39 48.1 42 51.9 23 28.4 39 48.1 19 23.5
p 0.074 0.049 0.566

SAg: superantigeno. S: susceptible; R: resistantante. AH: Adquirido Hospital; AC: Adquirido Comunidad. p: Test excto de Fisher's

interesante fue la deteccion de la pareja de genes sek-seq (18.5%)
que se ha asociado al fago ¢-3, seguido en frecuencia por el cluster
egc; la pareja sed-sej que es codificado en el plasmido pIB485 y
reportado por Varshney et al.®, no fue detectado en el estudio.

Conclusiones

La alta deteccion y la variedad de arreglos de genes superantigenos
en aislados hospitalarios de S. aureus demuestran su virulencia, y su
presencia permite la diferenciacion entre aislados ACy AH.

No se pudo establecer una correlacion entre los superantigenos
y los genes de resistencia a antibidticos y con el tipo de muestra
clinica. Para estudios futuros en el tema serd importante establecer
si la agrupacion egc es un posible marcador de virulencia en
aislados de S. aureus.

Es importante tener en cuenta que una limitacion del estudio fue
que no se pudo establecer la expresién génica superantigeno in
vitro. La deteccion de proteinas superantigenos se debera realizar
en futuras investigaciones para determinar la verdadera virulencia
en los aislamientos hospitalarios de S. aureus.

Actualmente, se necesita tener un andlisis entre la interaccion de
la virulencia y resistencia a los antibidticos de las poblaciones de
bacterias para predecir mejor futuras epidemias de enfermedades
infecciosas.
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