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Aislamiento de Staphylococcus epidermidis
portador de integron clase 1
en un paciente con sepsis neonatal

Isolation of Staphylococcus epidermidis strain carrier of the class one
integron in a septic neonatal patient

Gladys Pinilla’, Liliana Mufoz', Ariel lvan Ruiz?, Bibiana Chavarro?, Yolanda Cifuentes’

Resumen

Objetivo. Determinar la presencia y secuen-
cia del integrén clase | en un aislamiento clini-
co de Staphylococcus epidermidis proveniente
de un neonato con diagndéstico de sepsis.

Materiales y métodos. En una cepa de
S. epidermidis, aislada de una muestra de
hemocultivo de un neonato, se realizaron
las pruebas de identificaciéon microbioldgica,
susceptibilidad antimicrobiana y la caracteri-
zacion molecular de los genes aac6-aph2”,
mecA, el gen de la integrasa intl1 y el gen
casete aac6’.

Resultados. Se identifico el gen de la integra-
sa intl1 y mediante secuenciacion de nucleétidos
se encontrd una homologia del 78% con las se-
cuencias reportadas en la base de datos del NCBI
para bacterias Gram negativas. También se evi-
denci6 el casete genético aac6” presente dentro
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del integrén clase 1, el cual acetila los aminoglu-
cosidos para conferir resistencia a este antibiéti-
co; como parte de la caracterizacion molecular
se encontré la presencia del gen (aac6-aph2”),
que codifica para una enzima bifuncional que
inactiva a los aminoglucésidos, y el gen mecA
gue confiere resistencia a los B-lactamicos. En las
pruebas de susceptibilidad se encontro resisten-
cia a ampicilina, oxacilina y gentamicina.

Conclusiones. Se reporta por primera
vez en Colombia, la secuencia del gen de la
integrasa intl1 en un aislamiento de S. epi-
dermidis, proveniente de un recién nacido
con sepsis neonatal de la unidad de cuidados
intensivos en un hospital de tercer nivel de
Bogota. Esta integrasa ha sido relacionada
s6lo en integrones clase 1, los cuales se han
asociado a multirresistencia en aislamientos
clinicos en bacterias Gram negativas.

El hallazgo de este mecanismo de resisten-
cia, en el presente estudio realizado en una
bacteria Gram positiva, sugiere la relacién
con transferencia horizontal de genes de re-
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sistencia entre especies, efectuado mediante
la combinacién de elementos genéticos moé-
viles. Lo anterior resalta la importancia de la
caracterizacion molecular de cepas causantes
de sepsis para el control epidemioldgico de la
infeccion y el tratamiento en neonatos.

Palabras clave: Staphylococcus epidermidis,
acetilacion, aminoglucésidos, casete genético,
integroén, integrasa, resistencia microbiana.

Abstract

Objective: To determine the presence and
the sequence of the class one integron in a
Staphylococcus epidermidis strain isolated
from a septic neonatal patient.

Materials and methods: The S. epidermi-
dis strain was isolated from a blood culture of
a newborn. The microbiological identification,
test of sensitivity and molecular characteriza-
tion of the integrase gene int/1, the cassette
gene aacb; aacb’aph2” resistant gene to
aminoglycoside antibiotics and mecA gene
resistant to B-lactamics were realized.

Results: The nucleotide sequence of the in-
tegrase gen intl1 in S. epidermidis is reported,
which showed a 78% similarity to the reported
sequence of the NCBI data base in Gram ne-
gative bacteria. The gene cassette aac6 aac6’
(aminoglycoside acetilation) was also identified
within the class one integron confering amino-
glycoside resistance. Through molecular charac-
terization we also found the aminoglycoside
B-lactamics resistance genes (aac6'aph2’y mecA
); the susceptibility tests showed resistance to
ampicilin, oxacilin and gentamicin.

Conclusions: The nucleotide sequence of the
integrase gen int/1 is reported for the first time
in Colombia in a S. epidermidis strain isolated
from a septic neonatal patient, at the neonatal
care unit of a third level hospital in Bogota. This
integrase in class one integron was reported,
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which has shown multiresistance association in
clinical isolates in Gram negative bacteria.

The resistance mechanism found during this
approach realized in Gram negative bacteria
showed the evidence of an interspecies hori-
zontal transfer especially by gene transfer or
by moving elements such as integrons and
gene cassettes.The molecular character of
the causing agent of sepsis is important for
epidemiological control of the infection and
treatment in the newborn.

Key words: Staphylococcus epidermidis,
acetilation, aminoglycoside, integron, inte-
grasa, microbial resistance.

Introducciéon

En las unidades neonatales de cuidados inten-
sivos un ndimero importante de sepsis es cau-
sado por Staphylococcus epidermidis; se ha
encontrado un incremento de la resistencia
a aminoglucoésidos y B-lactamicos, en parte,
como consecuencia de la presion selectiva a
la que son sometidas por la exposicién pro-
longada a antibiéticos V', que puede llegar a
estimular la incorporacién de elementos ge-
néticos maoviles, como los integrones, nuevo
mecanismo de resistencia bacteriana descrito
recientemente, el cual favorece la propaga-
cion y la diseminacién de genes en las espe-
cies bacterianas y entre ellas %2,

La transferencia de genes requiere que el ADN
sea incorporado en la célula huésped por pro-
cesos como transformacion, conjugacion y
transduccion, y de la capacidad de la célula para
replicarse y expresar ADN foréneo en la pobla-
cion bacteriana, mediante seleccion natural. Los
integrones se consideran uno de los elementos
moviles mas importantes en dicho proceso .

Existen, por lo menos, tres clases de integro-

nes relacionados con la resistencia bacteriana
gue difieren en la secuencia de aminoacidos
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de sus integrasas. El integrén clase 1 ha sido
el mas estudiado y mejor caracterizado por
su importancia clinica en la diseminacién de
resistencia a antibioticos en ambientes hospi-
talarios ©®. En su estructura basica, los extre-
mos 5y 3" son secuencias conservadas y entre
éstas se encuentra una region muy variable en
la que se pueden insertar casetes genéticos.

El extremo 5°conservado es un segmento de
ADN formado por el gen intll que codifica
para la integrasa encargada de catalizar la
recombinacién especifica de sitio y la inte-
gracion y escision de genes casete. La inte-
grasa reconoce la secuencia attl y participa
en la incorporacion del casete de resistencia,
dandole direccionalidad “®. Los dos promo-
tores de orientacion opuesta Pc, dirigen la
transcripcion de los casetes genéticos y el
promotor Pl controla la transcripcion del gen
de la integrasa ©.

El extremo 3" es el menos conservado entre los
distintos integrones; se encuentra formado
por el gen gacEALl, el cual genera resistencia
a compuestos de amonio cuaternario presen-
tes en algunos antisépticos y desinfectantes;
el gen sull que determina resistencia a las
sulfonamidas y que corriente abajo se inserta
un fragmento de lectura abierta (orf 5) cuya
funcion se desconoce hasta el momento 9.

Los casetes genéticos constituyen un grupo
diverso de pequefios elementos moviles dis-
cretos que no poseen promotor propio, el
cual es proporcionado por el integrén. Usual-
mente, contienen un sélo marco de lectura
abierta, una regién de codificacion (orf) y una
region de recombinaciéon especifica o sitio
attC, que es reconocido por la integrasa para
la insercién y escision del casete genético V.

Se pueden localizar desde 1 hasta 4 casetes
genéticos separados por pequenas regiones
entre genes de, aproximadamente, 10 pb, las
cuales facilitan la formacién de una unidad de

transcripcion controlada por Pc. Su expresion
depende de la ubicacion con respecto al pro-
motor, es decir, entre mas cerca se encuentre
del promotor la expresion serd mayor, lo cual
se relaciona con la expresion fenotipica de la
bacteria "?. Estos elementos mdviles se han
asociado a resistencia a aminoglucésidos, -
lactdmicos, macrolidos, sulfonamidas y qui-
nolonas, entre otros (2.

El objetivo del presente trabajo es reportar,
por primera vez en nuestro medio, la pre-
sencia del integrén clase |, su secuencia de
nucledtidos y su relacion con el casete gené-
tico aac6’_(acetilacion de aminoglucésidos),
los genes aac6-aph2”y mecA, que confieren
resistencia a aminoglucésidos y B-lactamicos,
respectivamente, en un aislamiento de S. epi-
dermidis proveniente de un hemocultivo de
un neonato con diagndstico de sepsis, en un
hospital de tercer nivel de Bogota.

Materiales y métodos

Historia clinica. Se trata de un recién nacido
de sexo femenino, fruto de la primera gesta-
cion, 2° gemelo, con 34 semanas de edad de
gestacion, peso de 1.320 g, talla de 40,5 cm
y perimetro cefalico de 26,5 cm. Fue necesa-
rio suministrarle respiracion mecanica asistida
durante 24 horas, administraciéon de surfac-
tante y bolo de cristaloide por hipotension,
fototerapia y plasmaféresis por policitemia.

Al tercer dia de vida se encontré fractura de la
diafisis del fémur izquierdo, que se inmovilizé.
Se adicion6 manejo para el dolor. Se inici6 esti-
mulo entérico minimo y nutricion parenteral. A
los 12 dias de vida, presentd apneas profundas
por lo que se reinicié la respiracién mecanica
asistida durante 24 horas; se descartd sepsis
bacteriana. Se cambio el catéter epicutaneo.

A los 19 dias de vida se aumento la via oral; a
los 22 dias de vida present6 fiebre, se tomaron
muestras para examenes de laboratorio y, ante
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la sospecha de una infeccion, se administro
vancomicina durante 10 dias. La evolucién fue
satisfactoria y a los 38 dias se le dio salida con
un peso de 1.900 g. En el sequndo hemoculti-
vo de un examen seriado, se aisl6 S. epidermi-
dis resistente a ampicilina, oxacilina y gentami-
cina, y sensible a vancomicina y ciprofloxacina.
La identificacion y las pruebas de susceptibili-
dad a antimicrobianos se llevaron a cabo por el
sistema de Vitek (BioMérieux Francia).

Extraccion de ADN. Se realizd mediante el kit
Wizard® Genomic DNA Purification A1123,
(Promega, Madison, WI, USA), siguiendo las
indicaciones del fabricante. EIl ADN para los
experimentos se utilizd6 a una concentracion
de 200 ng/pl.

Determinacion de los genes 16S (especie especi-
fico), mecAy aac6-aph2”. Para su identificacion
se usaron los oligonucledtidos y las condiciones de
amplificacion descritos por Martineau et al. 14.

Anadlisis por bioinformatica. La busqueda de
la secuencia consenso para el gen intl1 se
llevé a cabo en la base de datos del National
Center Biotechnology Information (NCBI) a
partir de las secuencias reportadas de inte-
grones en bacterias de los géneros Klebsiella
spp., Salmonella spp., Serratia spp., Acineto-
bacter spp. y Citrobacter spp. Utilizando los
programas Multalin y Primer3, se obtuvo la
region mas conservada para el disefio de oli-
gonucledtidos. Los oligonucledtidos utilizados
fueron el 5’\CGAACCGAACAGGCTTATGT3  y
el 5’AGCACCTTGCCGTAGAGAAGAA 3', y se
generd un amplicéon de 188 pb.

Por otra parte, se disefiaron los oligonucleoétidos
especificos para casetes genéticos que inactivan
los aminoglucésidos por medio de la enzima
acetil-transferasa (aac6’), teniendo en cuenta
las secuencias mas conservadas reportadas en el
NCBI para este gen, en las diferentes especies,
asi como, la longitud, la temperatura de fusion
y el porcentaje de guanina-citosina, utilizando el
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programa Primer3. Los oligonucleotidos disefia-
dos fueron el 5’GGTATGCCCAGTCGTACGTT3’
y 3’ CGTTTGGATCTTGGTGACCTS  para un am-
plicon de 218 pb.

Determinacion del gen intl1. La mezcla
contenia: GoTaqg polimerasa 1U, oligonucleo-
tidos 1 pM, dNTPs 50 uM, ADN 200 ng, en un
volumen final de 20 pl. La desnaturalizacion
inicial se hizo durante 4 minutos a 94°C y 30
ciclos con un paso de desnaturalizacién de 30
s a 94°C, hibridacion 45 s a 53°C, extension
72°C por 45 sy extension final de 7 minutos
a 72°C. Como cepa control se utilizd un aisla-
miento clinico de Salmonella Typhi, portador
del gen intl1 (Gen Bank EF051039).

Determinacion del casete genético (aac6’).
La mezcla contenia: Taq Flexi 1U, oligonucleo-
tidos 1 uM, dNTPs 200 pM, ADN 200 ng, en
un volumen final de 20 pl. La desnaturalizacion
inicial se hizo durante 4 minutos a 94°C y 30
ciclos con un paso de desnaturalizacién de 30
s a 94°C, hibridacion de 45 s a 55°C, extension
a 72°C por 45 sy extension final de 7 minutos
a 72°C. Como cepa control se utilizé un aisla-
miento clinico de Salmonella Typhi, portador del
gen intl1 (Gen Bank EF051039).

Secuenciacion. El producto de amplificacion
del gen intl1 obtenido de la cepa de S. epi-
dermidis fue extraido del gel y purificado (Kit
Exosapit GE Healthcare Latin America). La se-
cuenciacion se realizé por el método de termi-
nacion de cadena (Big dye terminator, Applied
Biosystem, Foster City, CA) en un secuencia-
dor automatico (Applied Biosystem 3730x!
DNA analyzer software, version 4.0, Foster
City CA). Cada fragmento fue secuenciado en
ambas direcciones para su confirmacion.

Resultados

Antibiograma por concentracion inhibitoria mi-
nima (CIM). La cepa aislada mostré resistencia
a ampicilina (CIM 16 p/ml), oxacilina (CIM 2
u/ml) y gentamicina (CIM 16 p/ml), y resultd
sensible a ciprofloxacina (CIM 0,5 p/ml).
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Caracterizacion molecular. Se determinaron
en la cepa de S. epidermidis dos genes espe-
cificos para evidenciar la presencia del meca-
nismo de resistencia causado por el integrén
clase 1. Para esto, se amplificaron tanto el gen
de laintegrasa inti1, como el gen casete aac6’
(figura 1). Ademas, se determiné la presencia
de los genes mecA 'y, aac6-aph2” que confie-
ren resistencia a los antibiéticos B-lactamicos
y aminoglucosidos, respectivamente.

pb
600

400

200

100

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de
PCR del gen intl1. Carril 1: marcador de peso molecular de 50
pb; carril 2: aislamiento clinico de S. epidermidis positivo para
el gen intl1; carril 3: cepa Salmonella Tiphy (control positivo);

carril 4: control negativo.

La secuencia de nucleétidos obtenida del gen
intl1 se comparo con las reportadas en la base
de datos del NCBI y se encontré una homo-
logfa del 78% con lo informado en bacterias
Gram negativas (figura 2).

Discusion

La resistencia bacteriana inducida por una
constante exposicion de las bacterias a los
antibidticos, es un proceso de evolucién na-
tural y dinamico que permite la adquisicion y
la diseminacion de genes mediante bacterio-
fagos, plasmidos y transposones, en la cual
el ADN puede ser integrado al genoma bac-
teriano por transferencia horizontal o vertical
de genes '>®_ La presencia de los integrones
se considera como una de las mayores causas
de multirresistencia en bacterias Gram nega-
tivas; sin embargo, en la Ultima década ha
sido relacionado con resistencia en bacterias
Gram positivas (719

En el Instituto Materno-Infantil de Bogota se
llevé a cabo un estudio en 67 cepas de Estafi-
lococos coagulasa negativa (ECN) provenien-
tes de hemocultivos y puntas de catéter de
pacientes; se determiné la presencia del gen
aac(6')-aph(2"”) en 59 (88,1 %) cepas, preva-
lencia idéntica a la informada por el European
Study Group on Antibiotic Resistance (ESGAR) 9.
No se encontré asociacion estadisticamente
significativa entre la presencia del gen aac(6’)-
aph(2”) y la resistencia in vitro a gentamicina
y amikacina; esta falta de correlacion entre la
presencia del gen y los resultados de las prue-
bas de susceptibilidad, podria deberse a la in-
corporacion de elementos genéticos moviles,
como los integrones ©9.
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261 270 280 290 300 310 330 340 350 360 370 380 390

1 1

gilP,seu GTTCTTCTACGGCARGGTGCTGTGCACGGATCTGCCCTRGCTTCAGGAGATCGGARGACCTCGGCCGTCGCGGCGET TRCCGGTGGTGCTGACCCCGGATGARGTGGTTCGCATCCTCGGTTTTCTGGAA
gilS,epi GTTCTTCTACGGCAAGGTGCTAR-CAC--———-—| CTCT———--CAGTGGATCGCTTGAGCTCGGTC----TGGCACTT

Consensus GTTCTTCTACGGCAAGGTGCTaa.CAC, . vvua s CelT. ... CAGgaGATCGCaaGACCTCGGEC ., o o o COGLALTT . oy s vnereescessasssasssssssssasssnssrsssossassnnssas

Figura 2. Alineamiento de la secuencia Y 18050 de Pseudomonas aureoginosa para el gen intl1 (integrasa clase 1) y la secuencia obtenida
de la amplificacion y secuenciacion del gen intl1 (parcial) en un aislamiento de S. epidermidis en un paciente con sepsis neonatal.
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En trabajos previos llevados a cabo por este
grupo de investigacion, se estudiaron 46 ce-
pas de ECN, en las cuales se encontré el gen
de la integrasa intl1 en los integrones clase 1
en 45,7% de las cepas, lo cual demuestra un
nuevo mecanismo de resistencia bacteriana
descrito recientemente, que favorece la pro-
pagacion y la diseminacion de genes intraes-
pecies bacterianas y entre especies 319,

En este trabajo se reporta, por primera vez en
Colombia, la secuencia del gen de la integra-
sa intl1 en un aislamiento de S. epidermidis,
proveniente de un recién nacido con sepsis
neonatal de la unidad de cuidados intensivos
de un hospital de tercer nivel de Bogota. El
producto obtenido por PCR fue confirmado
mediante secuenciacién de nucleétidos. De
acuerdo con el anélisis bioinformatico, usando
la base de datos NCBI, se encontrd una homo-
logia del 78% con la enzima integrasa codifi-
cada por el gen intl1 en integrones clase 1 de
bacterias Gram negativas, lo que sugiere que
puede estar relacionado con la transferencia
horizontal de genes de resistencia entre espe-
cies, efectuado por medio de la combinacién
de elementos genéticos moéviles o de un siste-
ma receptor de enzimas celulares @122,

Los integrones presentan un sistema de re-
combinacion especifica de sitio para capturar
casetes genéticos moviles desde el ambiente
e incorporarlos; estos casetes se encuentran
implicados en la resistencia bacteriana, par-
ticularmente a aminoglucoésidos. Dentro del
integrén clase 1, encontramos el casete gené-
tico aac6” que tiene la capacidad de acetilar a
la amikacina, preferiblemente, pero, también,
a la gentamicina.

Este hallazgo concuerda con la prueba de
susceptibilidad para la gentamicina, que mos-
tré resistencia (CIM>16 pg/ml) y sugiere que
la presencia de ese elemento genético movil
estaria implicado en la resistencia, tanto a
amikacina como a gentamicina, en S. epider-
midis aislado en nuestro paciente. Sin embar-

Valderrama C, Alvarez CA. Transmisién de enfermedades en los vuelos

comerciales: del mito a la realidad. Infectio. 2009 13 (3)

go, es importante tener en cuenta que, de-
pendiendo del sitio donde se ubique el casete
genético en relacion con el marco de lectura,
su expresion fenotipica puede variar @13

La caracterizacion molecular de los genes que
confieren resistencia a B-lactdmicos (mecA) y a
aminoglucésidos (aac6™-aph2”) en esta misma
cepa de S. epidermidis, puede explicar el fené-
meno de multirresistencia debida a exposicion
a antibidticos, antes que a una independiente
seleccion in situ. Este punto de vista es sus-
tentado por hallazgos similares observados
en otros estudios, segun los cuales algunas
cepas resistentes son ocasionalmente introdu-
cidas para reemplazar la poblaciéon susceptible
(.23 No obstante, permanecen sin explicar los
mecanismos responsables de la diversidad ge-
nética que mantiene una alta prevalencia de
resistencia en ausencia del uso de antibiéticos.

En estudios adicionales realizados a la cepa
informada en el presente articulo, también se
encontraron los operones icaADBC e icaR, lo
cual sugiere que esta cepa es formadora de
biopelicula, la cual contribuye a la virulencia,
resistencia y evasion del sistema inmune, prote-
giéndose de la opsonizacion y fagocitosis 422,

El hallazgo de diferentes tipos de genes bac-
terianos que confieren resistencia a S. epider-
midis, considerado hasta hace poco como un
simple contaminante, demuestran la importan-
cia clinica de este germen. Esto es particular-
mente importante en neonatos, en quienes S.
epidermidis se considera el principal causante
de infecciones hospitalarias ?¢?®. La caracteri-
zacion molecular de cepas causantes de sepsis
neonatal puede constituirse en una tamizacion
molecular sencilla y Util para el tratamiento y el
control de la infeccion hospitalaria.
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