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PVL: Leucocidina Panton-Valentine

SASM: Staphylococcus aureus sensible a meticilina

SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina
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VNTR: del inglés, “Variable Number Tandem Repeat”

WGS: del inglés, “Whole Genome Sequencing”
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1. RESUMEN

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) es uno de los patégenos
humanos mas importantes, con la capacidad de causar una amplia variedad de
infecciones, desde leves a invasivas y potencialmente mortales. SARM posee una
epidemiologia compleja, por la circulacién de cientos de clones a nivel mundial, debido
a su gran variabilidad genética y capacidad de portar numerosos genes de resistencia 'y
factores de virulencia, cuya expresion podria contribuir a la severidad de las infecciones.
En Sudamérica, los clones SARM encontrados mas frecuentemente son el clon
Pediatrico (CC5-ST5-1V), el Cordobés-Chileno (CC5-ST5-1), el SouthWest Pacific
(CC30-ST30-1V), el Brasilero (CC8-ST239-Il), el New York/Japan (CC5-ST5-Il) y una
variante del Pediatrico, el clon Pediatrico-Argentino (CC5-ST100-IV). Los reportes sobre
SARM circulando en Paraguay estan limitados a un par de articulos de clones
circulantes en adultos hospitalizados (CC5-ST5-1 y CC8-ST239-lll) y nifios de la
comunidad (CC30-ST30-IV y CC5-ST5-1V).

Este estudio observacional, descriptivo de corte transverso tuvo por objetivo principal
estudiar la epidemiologia molecular de SARM causante de infecciones invasivas en
ninos paraguayos colectados en un periodo de 10 afios (2009-2019); mediante la
implementacién de técnicas moleculares como MLST, tipificacidén del cassette SCCmec
y de la proteina spa, PFGE, MLVA, deteccién y expresion de factores de virulencia por
PCR y analisis del genoma completo de aislamientos representativos por NGS.

Los resultados del presente estudio revelaron la circulacion de cuatro complejos
clonales diferentes (CC30, CC5, CC8 y CC15), cada uno compuesto por clones
principales y variantes estrechamente relacionadas entre si. Los principales clones
SARM identificados fueron el CC30-ST30-1V (66%) y CC5-ST5-IV (21%), que cuentan
con su principal reservorio en la comunidad, pero ademas no solo ingresan sino que son
verdaderamente adquiridos dentro del hospital. Entre los afios 2009-2011, el clon CC5-
ST5-1V (54%) estaba instalado fuertemente en la comunidad y con el correr de los afios
fue desplazado ampliamente por el CC30-ST30-1V, éste ultimo considerado como el
mas prevalente hasta el dia de hoy (66%). El éxito del CC30-ST30-1V se debe a varios
factores que conllevan a un comportamiento mas agresivo del CC30-ST30-1V frente al
CC5-ST5-1V, motivo por el que lo desplaza.

Se estudio la expresion de PVL, uno de los principales factores de virulencia, en ambas
cepas identificadas como mayoritarias en este estudio, CC30-ST30-I PVL+y CC5-ST5-
IV PVL+. La expresion de la PVL fue significativamente mayor en la fase exponencial,
considerada como la etapa de mayor tasa del crecimiento bacteriano. Esta informacion
es relevante para comprender las fallas terapelticas en pacientes

inmunocomprometidos , ya que es en esta fase inicial del crecimiento bacteriano en que
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se produce la activacion del sistema inmune y fagocitosis de SARM en los huéspedes
sanos, no asi en individuos inmunocomprometidos.

El andlisis de los genomas completos de los diez clones SARM seleccionados como
mas representativos permitié obtener informacion valiosa sobre mdltiples genes de
virulencia, resistencia y clonalidad, nunca antes estudiados en nuestro pais, dando a
conocer la complejidad de los linajes de SARM que circulan en Paraguay.

La informacién generada en el presente estudio es un primer paso para implementar
una vigilancia genémica activa, util no sélo para comparacion con datos regionales y/o
mundiales que contribuyan al conocimiento universal sobre el microorganismo, sino
también para la deteccion oportuna y a tiempo de cambios significativos en la
epidemiologia local que permitan emitir alertas tempranas ante posibles brotes a nivel
nosocomial o comunitario. También se podria detectar desplazamientos en nichos
ecoldgicos, demostrar la adquisicion de caracteristicas adaptativas por los clones
circulantes, que motiven a los comités de vigilancia a reencausar sus esfuerzos en la
lucha contra las infecciones por SARM, considerando ambos contextos: el hospital y la

comunidad.

Palabras claves: Staphylococcus aureus resistente a meticilina, epidemiologia

molecular, secuenciacién completa del genoma, infecciones invasivas, nifios, Paraguay.



2. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas han sido la causa predominante de morbilidad vy
mortalidad a nivel mundial a lo largo de la historia de la humanidad, lo que no sélo ha
restringido el bienestar de las personas sino que, ademas, ha cercenado la prosperidad
social de las primeras civilizaciones. Recién en el siglo XX, con el descubrimiento de la
penicilina, las mejoras en las condiciones de vida y la optimizacion de las intervenciones
preventivas, las sociedades actualmente desarrolladas emergieron de esta situacion.
Aun asi, actualmente un tercio de las muertes que ocurren en el mundo se deben a las
enfermedades transmisibles (1-3).

Las bacterias Gram-positivas, especialmente los cocos, junto con los bacilos Gram-
negativos pertenecientes a la familia Enterobacteriacea, son los microorganismos
aislados con mayor frecuencia a partir de muestras clinicas humanas en el laboratorio
de microbiologia. Histéricamente el Staphylococcus aureus es sin duda el patdgeno mas
importante entre los estafilococos, y continla siendo una de las bacterias méas
comunmente implicadas en infecciones humanas a nivel mundial. Estd ampliamente
distribuido en la naturaleza y puede ser recuperado del ambiente 0 como habitante
comensal de la piel, las mucosas y otros sitios del cuerpo de seres humanos y animales.
Alrededor del 30% de la poblacién general a nivel mundial es portadora asintoméatica de
S. aureus en fosas nasales, considerado ésto como un factor de riesgo para posteriores

infecciones (4,5).
2.1. S. aureus. Caracteristicas generales.

S. aureus, patégeno Gram positivo perteneciente a la familia Staphylococcaceae y al
género Staphylococcus, el cual contiene mas de 30 especies diferentes. S. aureus es
una bacteria esférica de aproximadamente 0,5-1,5 um de diametro, agrupadas como
células Unicas, en pares, tétradas, cadenas cortas o en forma de racimos de uvas. Sus
colonias miden de 1 a 3 mmy producen un tipico pigmento amarillo debido a la presencia
de carotenoides, por lo que reciben la denominacién aureus = dorado, muchas cepas
producen B-hemodlisis a las 24-36 horas. En 1880, Pasteur describié y cultivé al S.
aureus, pero fue Sir Alexander Ogston en 1881 quien introdujo el nombre de
Staphylococcus, del griego staphyle que significa racimo de uvas, para describir a los
cocos responsables de inflamacion y supuracion (6,7).

Es un coco gram-positivo, no mévil, no esporulado, no posee cépsula, es anaerobio
facultativo, pero crece mejor en condiciones aerobias. Resiste al calor y a la desecacion
y puede crecer en condiciones de salinidad (7,5% NaCl). Crece rapidamente en agar
sangre, y produce dos enzimas: la catalasa y coagulasa, entre otras, siendo ésta Ultima

responsable de la actividad de coagulacion del plasma citratado, principal caracteristica
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que lo diferencia de los demas estafilococos. La catalasa es la enzima capaz de
desdoblar el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno libre; caracteristica que se utiliza
para diferenciar el género Staphylococcus de los géneros Streptococcus y
Enterococcus. Otra de sus caracteristicas bioquimicas mas importantes es la
fermentacién de varios azucares, entre ellos, el manitol para producir &cido lactico (8,9).
S. aureus fue uno de los primeros patdégenos descritos y sigue siendo una de las causas
mas comunes de infecciones en humanos. Tiene gran importancia clinica debido a su
capacidad para ocasionar una gran variedad de infecciones, en el hospital como en la
comunidad con graves consecuencias, asi como su capacidad para adaptarse a
diversas condiciones ambientales. Puede causar desde infecciones leves de piel y
partes blandas, intoxicaciones alimentarias, neumonias hasta incluso bacteriemias,
endocarditis, osteomielitis e infecciones relacionadas a instrumental médico, que
podrian comprometer la vida del paciente (10).

Su diversidad patogénica refleja su habilidad para colonizar exitosamente, adaptarse y
sobrevivir en diferentes tejidos celulares durante la infeccién debido a que es capaz de
portar genes que le confieren resistencia a los antibioticos, otros que codifican factores
de virulencia, y a su plasticidad genética, , ya que le permite una mejor adaptacion al
huésped (10,11).

2.2. Resistencia alos antibidticos

S. aureus es naturalmente susceptible a practicamente todos los antibiéticos que se han
desarrollado hasta el momento; pero adquiere resistencia principalmente por
transferencia horizontal genética, incluso de fuentes externas que son distantes
filogenéticamente, aunque también por otros mecanismos importantes como mutacién
cromosdmica y posterior seleccién antibiética (12).

La susceptibilidad natural exquisita de S. aureus condujo al descubrimiento de la
penicilina por Alexander Fleming en el afio 1928, un antibiético betalactamico de accion
bactericida, que actda inhibiendo la pared celular bacteriana. Este hecho histérico marcé
el inicio de la “era de los antibiéticos” y permitié el tratamiento de enfermedades que
hasta ese entonces eran consideradas fatales, como infecciones de heridas en la piel,
neumonias bacterianas y sepsis. La resistencia a la penicilina por S. aureus surgié en
los hospitales poco tiempo después de su industrializacién, durante la Segunda Guerra
Mundial. En 1958 se desarrollé la meticilina, un antibiético semisintético, también de la
familia de los betalactamicos, aunque ya en 1960 fue identificado clinicamente el primer
S. aureus resistente a meticilina (SARM). Desde entonces, SARM ha sido la bacteria
resistente a los antimicrobianos més prevalente y conocida durante mas de 60 afios,

principalmente en el entorno hospitalario (4,12,13).
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El gen de la resistencia a penicilina (blaz) es plasmidico, a diferencia del gen de la
resistencia a meticilina (mecA) que es cromosomico, y sblo esta presente en cepas
SARM, no en S. aureus sensible a meticilina (SASM). mecA no es exclusivo de S.
aureus, pues se han identificado varios alotipos del gen mecA en otras especies
estafilococcicas humanas y de otros origenes. Aparte de S. aureus, mecA también se
ha detectado en S. sciuri, S. pseudintermedius, S. intermedius, S. vitulinus, S.
epidermidis, S. haemolyticus y S. saprophyticus, convirtiéndose en una preocupacion
cada vez mayor en la medicina humana y veterinaria (4).

Los brotes asociados con la resistencia a diferentes antibiéticos en S. aureus ocurrieron
posteriormente en diferentes oleadas. Al aumento de la resistencia a la penicilina siguié
la aparicion de brotes epidémicos por las primeras cepas identificadas de SARM en el
Reino Unido que luego se expandieron por toda Europa. A partir de la década de 1980
surgieron nuevos linajes de SARM que dieron lugar a una expansion sin precedentes a
nivel mundial. En el Reino Unido, la proporcion de aislamientos de SARM en
hemocultivos aumenté en la década de 1990 y alcanz6 aproximadamente el 40%
alrededor de 2000, aunque disminuy6 a menos del 10% en la década de 2010. Desde
entonces una alta prevalencia de resistencia a la meticilina y a otros antimicrobianos se
correlaciona con el uso inapropiado de antimicrobianos en el ambiente hospitalario, por
lo que la prevalencia de SARM todavia se usa como un indicador de buenas practicas
de control y prevencion de infecciones y la idoneidad del uso de antimicrobianos.
Clinicamente, un problema importante asociado con S. aureus es el notable nivel de
adquisicion de resistencia contra multiples familias de antibiéticos, lo que complica el
tratamiento ante un proceso infeccioso, con el consecuente incremento de la morbi-

mortalidad, duracion de las estancias hospitalarias y costos de atencion médica (4,14).
2.3. Resistencia a meticilinay cassette SCCmec

Las cepas de SARM, producen una proteina especifica de unién a penicilina, la PBP2a,
codificada por el gen mecA, que posee una reducida afinidad de unién a los antibiéticos
betalactdmicos. El descubrimiento de la amplia diseminacién del gen mecA entre las
diferentes especies de estafilococos, condujo a la hipétesis de que podria estar presente
en un elemento maovil con capacidad de transferencia horizontal. La aparicion de linajes
estafilocdcicos resistentes a meticilina (SARM) obedece a la adquisicion e insercion de
un elemento genético movil denominado: cassette cromosémico estafilocéccico mec

(SCCmec) en el cromosoma de cepas susceptibles (SASM) (Figura 1) (14,15).
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Methicillin-susceptible Methicillin-resistant
S. aureus (MSSA) S. aureus (MRSA) MSSA
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 \ P
\ ./ ()
*w’ Pw",
mecA mecA

Figura 1. Representacion esquematica de la escision del SCCmec y su integracion
en S. aureus. Extraido de Uehara 2022.

Este elemento genético moévil de 21 a 60 kb es la caracteristica definitoria de las cepas
de SARM vy es responsable de conferir la resistencia a los B-lactdmicos de amplio
espectro. Estos cassetes comparten tres elementos estructurales/genéticos basicos: el
complejo del gen mec, que contiene el gen mec (mecA, mecB, mecC y/o mecD) y genes
reguladores que controlar su expresion (mecR1 y mecl); el complejo del gen ccr, que
codifica las recombinasas especificas del sitio, (ccr) (ccrAB y/o ccrC); y por altimo la
region de unién (regiones J). SCCmec también puede contener otras estructuras
genéticas, como Tnb54, pT181, y pUB110, que se encargan de conferir resistencia a
otros antibiéticos no B-lactdmicos. La gran diversidad en su organizacion estructural y
contenido genético han dado lugar a su clasificaciébn en tipos y subtipos. Se han
identificado al menos 13 tipos de elementos SCCmec hasta el momento, cada uno con
sus caracteristicas individuales. La figura 2 ilustra las variaciones estructurales de cada
uno de los 13 tipos SCCmec de cepas prototipicas de SARM. Es una practica comuin
definir la procedencia de los clones SARM por la combinacién del tipo SCCmec vy el

linaje genético al que pertenecen (14,15).
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Figura 2. Diagrama ilustrativo de la composicién estructural de cada uno de los
13 tipos de SCCmec reportados hasta el momento en cepas SARM. Extraido de
Lakhundiy Zhang, 2018 (4).

2.4. S.aureus resistente a meticilina asociado al hospital (SARM-AH) y S.

aureus resistente a meticilina asociado a la comunidad (SARM-AC)

Una de las caracteristicas mas llamativas del SARM es la fuerte estructura clonal de la
poblacion bacteriana. Desde su primera aparicion en la década de los 60’s, SARM ha
sido reconocido como un patégeno nosocomial (SARM-AH), con altas tasas de
incidencia en todo el mundo, e incluso hoy dia sigue siendo una de las causas mas

comunes de infeccion intrahospitalaria, con mayor riesgo de infeccion para aquellos
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pacientes con sistemas inmunitarios comprometidos u otras condiciones comadrbidas.
Rara vez causan infecciones en individuos sanos que no estan hospitalizados o
asistidos a un servicio de salud en los 6 a 12 meses previos a la infeccion (4,16).

Las infecciones por SARM-AH suelen ser clinicamente dificiles de tratar debido a su
resistencia a multiples clases de antibiéticos, lo que genera un enorme problema
economico Yy logistico, con una morbilidad y mortalidad significativas, traducidas en
estancias hospitalarias mas prolongadas y una mayor utilizacion de los recursos
(incluidos los productos farmacéuticos y el personal), lo que resulta en un aumento de
3 veces en los costos del tratamiento. Las estrategias de control de infecciones,
incluidos los programas de vigilancia del lavado de manos, las politicas de
administracién de antibiéticos, las leyes de notificacion obligatoria y los programas de
deteccion y descolonizacién, han contribuido a la disminucion de la incidencia de
infecciones por SARM. SARM-AH describe el comportamiento epidemioldgico de cepas
particulares que son especificamente exitosas en entornos hospitalarios y pueden ser
endémicos en ciertos institutos de atenciéon médica, causando niveles epidémicos de
infecciones que generalmente estan por encima del umbral de la tasa de infeccion por
S. aureus. Las cepas de SARM-AH se encuentran entre las causas mas comunes de
infecciones asociadas con catéteres intravenosos, neumonias asociadas a ventiladores,
endocarditis infecciosa e infecciones de heridas quirdrgicas, incluso en paises
industrializados como en los Estados Unidos. Los clones tipicos de SARM-AH son CC5-
ST5, CC8-ST239, CC22-ST22 y CC30-ST36. Muchos factores contribuyen al éxito de
SARM-AH en el ambiente nosocomial: su capacidad para persistir como comensal, su
habilidad para combatir multiples agentes antimicrobianos y sus multiples determinantes
de virulencia, a menudo con funciones redundantes. Sin embargo, una consecuencia
bioldgica de adquirir todas estas funciones es la reduccion del fithess competitivo. Esto
generalmente se ha asociado con la incapacidad de SARM-AH para propagarse de
manera eficiente en la comunidad (4,16).

A finales de la década de los 80° se registraron los primeros aislamientos SARM
causantes de infecciones adquiridas en la comunidad (SARM-AC) en Oceania; este clon
(CC1-ST1-SCCmeclV) se denominé WA-1, por Western Australia-1. Posteriormente,
SARM-AC se estableci6 fuertemente en el ambiente extrahospitalario a principios del
siglo XXI, con importantes brotes de infecciones de piel y partes blandas (IPPB) en
personas sin atencibn médica previa, dejando de ser un patdgeno estrictamente
nosocomial, con el consecuente cambio de su epidemiologia (17). SARM-AC ha sido
descrito como genéticamente distinto a las cepas SARM-AH, en la configuracion del
cassette SCCmec que porta el gen mecA, en la resistencia a otras clases de antibiéticos

y en su tasa de crecimiento. También difieren en sus toxinas asociadas y/o factores de
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virulencia y enzimas. Los cassettes SCCmec mas grandes (los tipos SCCmec | a Ill)
estan presentes en las cepas de SARM-AH y probablemente se transmitieron cada uno
en una Unica ocasion desde especies comensales de Staphylococcus. Sin embargo, los
tipos SCCmec mas pequefios (IV y V) son transferidos desde cepas sensibles a la
meticilina con frecuencia, lo que resulta en la aparicion de mayor diversidad de clones
de SARM-AC. A diferencia de los SCCmec tipos | a Ill, que portan genes para la
resistencia a multiples antibiéticos, los tipos IV y V de SCCmec solo portan el gen mecA.
Los cassettes SCCmec tipos IV y V y la portacién de una citotoxina, la leucocidina de
Panton-Valentine (PVL), fueron la base principal para diferenciar SARM-AH de SARM-
AC (4,16).

Es notable como algunos clones de SARM-AC pueden prevalecer en regiones
geograficas especificas. Por ejemplo, en Europa, CC80-ST80 es el clon predominante
de SARM-AC, y posiblemente se origind a partir de un ancestro de SASM positivo para
PVL del Africa subsahariana. En Australia, prevalecen 3 clones diferentes (CC93-ST93,
CC30-ST30y CC1-ST1). EI CC30-ST30 es también el clon de SARM-AC predominante
en América del Sur. En los EEUU, el clon CC8-ST8 (el llamado USA300) es el clon
dominante en las infecciones comunitarias. Sin embargo, los factores involucrados en
la expansion local de un clon especifico de SARM-AC y los mecanismos detras de la
diversificacion bacteriana en cepas hospitalarias 0 comunitarias contindian poco claros.
En la década del 2000, se ha identificado a SARM-AC como agente causal de
importantes brotes nosocomiales a nivel mundial, compitiendo con los clones de SARM-
AH, lo que representd un cambio epidemiolégico importante. Estos hallazgos estan en
linea con modelos matematicos que predijeron el reemplazo de SARM-AH en los nichos
hospitalarios por clones SARM-AC epidémicos, albergando un cassette SCCmec mas
pequefio (SCCmec IV) con un menor costo de fithess, aunque la coexistencia de ambos
también se ha sugerido (4,16-19).

La aparicacibn de SARM-AC como causa de infecciones intrahospitalarias y/o
asociadas a la atencion médica, expone a un grupo mas amplio de pacientes
hospitalizados, personal de salud y sus contactos en la comunidad a un potencial riesgo
de infeccién por SARM. También las cepas de SARM-AC quedan expuestas a la presion
selectiva del uso de antibiéticos en los hospitales, lo que puede resultar en el aumento
de la resistencia a los mismos, cambiando sus caracteristicas moleculares y por tanto
su definicidn, obstaculizando los esfuerzos de control. Es mas, todos estos cambios
epidemiolégicos tienen implicaciones significativas para el diagndstico y tratamiento
tanto de SARM-AC (tener en cuenta SARM para establecer pautas de terapia empirica)
y SARM-AH (opciones de tratamiento con antimicrobianos no betalactamicos). Es por

ello que existe una necesidad urgente de estudiar su prevalencia y epidemiologia , asi
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como desarrollar sistemas de identificacion y control de clones en la comunidad, en los

hospitales y todo tipo de instalaciones médicas, (17,18).
2.5. Factores de Virulencia

S. aureus tiene la capacidad de producir un amplio espectro de factores de virulencia,
en su mayoria proteinas que le confieren la habilidad de contrarrestar al sistema inmune
innato, con el consiguiente retraso de la respuesta inmune adaptativa, promoviendo asi
la propagacion bacteriana a los tejidos y 6rganos profundos que desencadenen una
enfermedad. Estos factores de virulencia incluyen moléculas adhesivas, dafiinas para la
célula huésped e inmunomoduladoras, que varian en su presencia o especificidad entre
clones, reflejadas por la gran diversidad de infecciones que éste microorganismo puede
causar. Casi todas las cepas de S. aureus producen un grupo de enzimas y toxinas
como hemolisinas, nucleasas, proteasas, lipasas, hialuronidasa y colagenasa. La
funcién principal de estas proteinas es la de ayudar a degradar los tejidos locales del
huésped para convertirlos en nutrientes para las bacterias. Algunas cepas producen
proteinas adicionales como la toxina del sindrome del shock toxico 1 (tsst-1), las
enterotoxinas estafilococcicas (SE), las toxinas exfoliativas y la leucocidina de Panton

Valentine (Figura 3) (4,6,9,20).
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Figura 3. Principales factores de virulencia de S. aureus. Extraido de Cervantes-
Garcia et al, 2014 (6).

Los factores de virulencia de S. aureus se clasifican teniendo en cuenta si forman parte
estructural de la bacteria (asociados a la pared celular) o si son liberados al medio
extracelular como enzimas o toxinas. Las mas comunes proteinas estafilocécicas
ancladas en la pared celular son aquellas con afinidad a fibrindgeno, fibronectina,

coldgeno, sialoproteina, elastina y adhesinas con funcion desconocida. Entre ellas

17



podemos mencionar, una gran variedad de adhesinas de superficie, que han sido
usadas como marcadores de moléculas adhesivas a la matriz: la capsula de polisacarido
externa que sirve para evitar la fagocitosis del microorganismo, la presencia de la
proteina A que estimula reacciones de hipersensibilidad de tipo inmediato y retardado,
los constituyentes de la pared celular como peptidoglicano y &cidos teicoicos que, aparte
de conferir rigidez y elasticidad a la estructura del microorganismo, también contribuyen
a la virulencia (1,9,21).

El segundo grupo de factores de virulencia esta representado por enzimas como la
catalasa, hialuronidasa, lipasas, coagulasa, nucleasas, proteasas, estafilococinasa,
colagenasa, una familia de proteinas bacterianas con actividad superantigénica (activa
de manera exacerbada el sistema inmunoldgico): las enterotoxinas (SE), toxina del
sindrome del shock toxico-1, toxinas exfoliativas A y B, otras toxinas como hemolisinas
(alfa, beta, gama, delta) y la leucocidina de Panton Valentine, las cuales son proteinas
gue contribuyen a su capacidad para colonizar y causar enfermedades en el ser humano
(1,9,21).

Muchos genes codificantes de factores de virulencia se encuentran sobre elementos
genéticos moviles; por tanto, su combinacién difiere sustancialmente entre clones e
incluso entre cepas estrechamente relacionadas. Aun asi es dificil asociar la portacion
0 expresion de factores de virulencia especificos con ciertos clones o la agresividad de
las infecciones causadas por S. aureus, probablemente porque muchos de estos
factores tienen funciones redundantes y parcialmente superpuestas, 0 porgue nho

pueden ser investigados en modelos animales porser especificos de humanos (20).

2.5.1. Leucocidina de Panton-Valentine

La leucocidina de Panton-Valentine (PVL) es una leucotoxina que pertenece a una
familia de toxinas sinergohimenotrépicas, consistente en dos componentes no
asociados que actlan sinérgicamente sobre las membranas celulares formando poros.
Los principales objetivos celulares de la PVL son los leucocitos polimorfonucleares,
monocitos y macrofagos, uniéndose a los receptores del complemento en las
membranas de estas células e induciendo la formacién de canales de membrana que
conducen a la destruccion celular. La toxina también induce la liberacion de citocinas
proinflamatorias y el factor nuclear kappa B en los neutréfilos, siendo un importante
factor de virulencia en las infecciones necrotizantes. Esta codificada por los genes IukS-
PV y lukF-PV, transmitidos por bacteriéfagos y cuya deteccion se utiliza en estudios
epidemiolégicos para determinar la prevalencia de la PVL en cepas de S. aureus
(22,23).
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Su portacion es considerada como un factor de riesgo para el desarrollo de cuadros
clinicos mas graves. Producida por el 3%-10% de las cepas clinicas de S. aureus
implicadas en la gravedad de las infecciones hospitalarias y adquiridas en la comunidad.
También se ha identificado a la PVL en otras especies estafilococcicas como S.
haemolyticus y S. simulans.

Los brotes ocasionados por S. aureus portador de PVL se reportaron por vez primera
en cepas SASM a mediados del siglo XX, mientras que en la década de 1990 se informé
por primera vez la PVL asociada a SARM-AC en un brote relacionado al clon emergente
CCB8-ST8/USA300. Este clon se convirtié en el predominante productor de PVL en los
EEUU vy otro clones se diseminaron en otras regiones: CC80-ST80 en Europa, CC59-
ST59-V en Asia, CC30-ST30 en Asia-Pacifico y CC93-ST93-IV en Australia. Sin
embargo, la toxina no es responsable exclusivamente del éxito de determinados clones
SARM-AC, ya que existe controversia respecto al papel de PVL en la patogénesis de la
infeccion por SARM-AC. Ademas, se ha comprobado que las cepas SASM PVL+
producen un cuadro clinico similar al de SARM PVL+, por lo que se cree que éste
primero podria ser un reservorio potencial para la aparicion de cepas SARM PVL+
(22,23).

2.5.2. Enterotoxinas estafilococcicas (SE)

Hasta el momento se han identificado aproximadamente 24 SE diferentes, en funcién
de su potencial antigénico y nombrados de SEA a SE/Y en orden cronolégico de
descubrimiento. Las SE comprenden una superfamilia de proteinas que comparten
muchas caracteristicas comunes: son proteinas monocatenarias no glicosiladas con una
estructura globular homodloga y de bajo peso molecular (19-29 kDa). Se pueden dividir
en dos grupos: las SE verdaderas, que comprenden las toxinas con potencial emético
demostrado en monos, y las toxinas similares a enterotoxinas (SE/-), que comprenden
aquellas que carecen de actividad emética o que no han sido probadas en animales.
Segun sus secuencias de nucleétidos y aminoacidos, las SE y SE/- se pueden subdividir
en varios grupos:
e el grupo SEA (SEA, SED, SEE, SE/J, SEH, SEN, SEO, SEP, SES),
e elgrupo SEB (SEB, SEC, SEG, SER, SE/U, SE/W, antes conocido como SE/U2),
e el grupo SEI (SEI, SEK, SEL, SEQ, SEM, SE/V)
e el grupo SE/X (TSST-1, SET, SE/X, SE/Y
e toxinas similares a superantigenos (SSL) o SAgs, superantigenos Unicos, que
incluyen al menos 26 proteinas distintas, incluyendo el sindrome de choque
téxico, el SAg TSST-1
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e unoperdn que codifica seis enterotoxinas estafilococicas similares a SE, el grupo
EGC (24-29).

La mayoria de los genes de enterotoxinas se encuentran, en forma individual o
agrupada, en una amplia variedad de elementos genéticos moviles (MGE), incluidos
profagos, plasmidos, transposones, islas de patogenicidad de S. aureus (SaPl) y grupos
de genes de enterotoxinas. Entre las SE clasicas, sea es transportada por una familia
de fagos, seb y sec estan ubicadas en SaPl, sed es transportada por un plasmido de
27,6kb denominada pIB485 y see es transportada por un fago defectuoso. Existe un
grupo de SE, denominada Enterotoxin Gene Cluster (EGC) , contenido en un operén de
genes que codifica las SEG, SEI, SEM, SEN, SEO y dos pseudogenes, gent1 y gent2.
A diferencia de muchas SE recientemente descritas, las codificadas por el operén del
grupo EGC actian como un semillero de nuevas enterotoxinas generando nuevos genes
de SE a través de reordenamientos gendmicos. La delecion, duplicacion y
recombinacion en éste operén del genoma a menudo conduce a la generacion de
nuevos tipos de enterotoxinas y sus variantes. Teniendo en cuenta el amplio espectro
de diferentes bases genéticas para la produccién de enterotoxinas, es facil entender que
los aislamientos de S. aureus varien considerablemente: el 80 % de los aislamientos
tienen un promedio de 5 a 6 genes SE (27,30-32).
Por el momento se conoce que las clasicas SE (SEA-SEE y SEH), y en menor grado
también las SE recientemente descritas como las del grupo EGC, incluidas SEG y SEl,
pueden provocar respuesta emética en ensayos en monos. Ademas para las clasicas
SE se demostr6 también actividad emética en ensayos en humanos. Sin embargo, se
demostrd que las cepas que portan los genes sei y seg solo producen niveles muy bajos
de las proteinas SEG y SEI, con una consecuente actividad emética débil demostrada
para SEI. Si bien varios estudios en los ultimos afios indican que SEG y SEI podrian ser
responsables de casos de enfermedad estafilocdccica transmitida por alimentos (SFP,
por sus siglas en inglés Staphylococcal Food Poisoning) en humanos, la evidencia mas
fuerte los relaciona con colonizacién de mucosa a largo plazo: estudios experimentales
en conejos han demostrado que los SE del grupo ECG pueden ser cruciales para el
desarrollo de cierto tipo de infecciones como endocarditis o respiratorias (31,33-37).
S. aureus portador de SE es probablemente el principal patégeno transmitido por los
alimentos que causa problemas tanto en la salud animal y humana. Ademas, representa
una de las principales causas de mastitis en animales lecheros (vacas, cabras y ovejas),
con una reduccion sustancial tanto en la produccion como en la calidad de la leche,
generando pérdidas econdmicas considerables en la industria lactea. Por esas razones,
su busqueda y deteccion es importante en todo tipo de muestras clinicas y debido al

potencial riesgo de brotes, a la contaminacién de alimentos. La transmision hacia
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productos de manufactura que sean manipulados por un portador de SARM, representa

también un riesgo para la salud publica (38—40).
2.5.3. Toxina del Sindrome del Shock Toéxico

En S. aureus se ha detectado una variedad de genes de toxinas superantigénicas, entre
ellos el tst-1, que codifica la TSST-1, una exotoxina que se une tanto al receptor de
células T (TCR) como a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC)
de clase I, en las células presentadoras de antigenos. La intoxicacién grave por un
aislamiento portador del SAg TSST-1, codificado por el gen tst-1, puede resultar en la
activacion sistémica e incontrolada en las células T, lo que conlleva a una liberacion
masiva de citocinas conocida como el Sindrome del Shock Téxico (TSS, por sus siglas
en inglés), asociado con la sobreexpresion del SAg TSST-1. Los sintomas de TSS
incluyen fiebre alta, sarpullido, hipotensién, sindrome de disfunciéon organica mdltiple,
resultando en la mayoria de los casos en la muerte del paciente (28,29,40).

Como exotoxina potente, no sorprende que S. aureus haya desarrollado mdultiples
sistemas para controlar la expresion de TSST-1. El sistema regulador de genes
accesorios (Agr) mejora la expresion de TSST-1, a través de la actividad de la molécula
efectora RNAIIl, que reprime la traduccién del regulador represor de toxinas (Rot),
aumentando la expresion de TSST-1 en ausencia del gen rot durante la fase exponencial
de crecimiento, asi como la sobreexpresion de Rot reprime drasticamente la expresion
de la proteina TSST-1. De esta forma Agr es considerado como un inductor de TSST-1
y ha evolucionado en combinacion con Rot, para restringir la expresion de este potente
SAg(29).

2.5.4. Hemolisinas

Las hemolisinas de S. aureus, como las toxinas B, a y 9, atacan las membranas celulares
y causan dafio plaquetario, destruccién de lisosomas, isquemia y necrosis. Hla (a-
hemolisina) es una toxina formadora de poros que altera la membrana celular
provocando cambios osmoticos irreversibles, lo que resulta en la muerte celular por
apoptosis. Hla puede dafiar la membrana de una variedad de células, como linfocitos,
glébulos rojos, plaquetas y células endoteliales. Hla se une a la célula diana a través de
su receptor celular, la proteina transmembrana ADAM10, creando un heptametro de
barriles-B que extruye la bicapa lipidica y forma un canal transmembrana. Esto conduce
a la permeabilidad celular, lo que resulta en la muerte celular y crea un estimulo
proinflamatorio. La B-hemolisina (HIb) esté codificada por un bacterioéfago lisogénico; en
si mismo, no puede destruir la mayoria de los tipos de células, pero expone las células

vulnerables a otras proteinas liticas, como Hla y leucocidinas. Esta toxina, también
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conocida como esfingomielinasa, muestra una alta actividad hemolitica contra los
glébulos rojos de carnero; pudiendo también dafar los queratinocitos, ayudando a la
bacteria a colonizar la piel de los mamiferos. La diferente susceptibilidad de los
eritrocitos de diferentes especies a Hlb puede deberse a la cantidad de esfingomielina
presente en las células (40).

2.5.5. Toxinas exfoliativas

Las toxinas exfoliativas (ET) pertenecen a una familia de serina proteasas que muestran
una exquisita especificidad de sustrato y reconocen e hidrolizan un Unico enlace
peptidico en el segmento extracelular de la desmogleina 1 (Dsgl), una molécula de
adhesion célula-célula de tipo cadherina desmosomal. Esta hidrélisis provoca una
disociacion de los queratinocitos en la piel humana y animal. Hasta la fecha, se han
identificado tres serotipos diferentes de ET (ETA, ETB y ETD) en S. aureus, cuyas
secuencias de aminoacidos deducidas son similares a las serina proteasas similares a
la tripsina y se han asociado con infecciones cutaneas estafilococicas como el Sindrome
Stafilococico de la Piel Escaldada (SSSS, por sus siglas en inglés) o impétigo ampolloso
en humanos. La exfoliacién causada por ETs esta descrita en muchos hospederos
filogenéticamente distantes, aunque con diferentes grados de susceptibilidad, lo que

indica especificidad del hospedero (41).

2.6. Variabilidad Genética

Los clones SARM han surgido como un grave problema de salud publica a nivel mundial,
varios se han identificado como importantes clones endémicos, y otros han causado
brotes muy graves en la comunidad. Los clones presentes en los hospitales poseen
caracteristicas especiales, como la resistencia a multiples antibiéticos que les permiten
subsistir en ese medio, de gran presién selectiva, aungue no generalmente no son
capaces de infectar a individuos en la comunidad.

La capacidad de intercambio horizontal de material genético de S, aureus aporta un
dindmico proceso evolutivo, dando origen a una gran variabilidad genética (42—44).
Los origenes evolutivos de SARM eran poco conocidos en la década del 2000 y no
existia una nomenclatura racional y consensuada sobre los principales clones descritos
en los diferentes paises y su relacion entre si, por lo que se hombraba a los nuevos
clones segun el nombre de la ciudad o el pais donde fueron detectados por vez primera:
NewYork/Japan, Brasilero, Cordobés/Chileno, entre otros (45).

Con la circulacibn de numerosos clones SARM a nivel mundial, estudiar su
epidemiologia se volvio muy compleja. La habilidad del microorganismo requirio el

empleo de numerosos métodos moleculares combinados para la identificacion de los
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clones y sus variantes, entre ellos, los mas histéricos: phage-typing, MLEE (Multi-locus
enzyme electropheresis), sistemas de tipificacién basados en PCR (AFLP, RAPD, Rep-
PCR) y tipificacion del locus agr; algunos de ellos desplazados por la aparicion de otros
métodos mas robustos y con resultados méas objetivos que permiten la comparacion
entre laboratorios (Tabla 1), como aquellos enfocados al andlisis de variabilidad
genética a corto plazo, Utiles para analisis en caso de brotes: PFGE (Pulse Field Gel
Electroforesis, gold standard para tipificacion de S. aureus) y MLVA (Multi-locus variable
analysis), una técnica de alto poder resolutivo, con resultados comparables a PFGE; asi
como las metodologias enfocadas a la identificacion de clones y complejos, capaces de
detectar variabilidad a largo plazo: MLST (Multi-locus sequencing typing), tipificacion del
locus spa o spatipo (spa typing) y el tipo de cassette SCCmec, éste ultimo explicado en
detalle en el apartado de resistencia a meticilina. MLST y spa typing implican procesos
de secuenciacién de genes que aumentan el poder resolutivo del método, lo que permite
diferenciar aislamientos de hasta una base de diferencia. Estos Gltimos dos métodos
permiten agrupar a los aislamientos en base a sus similitudes o diferencias, asi como el
estudio epidemioldégico mediante la identificacion de asociaciones clonales y el
establecimiento de relaciones evolutivas a nivel mundial (46—48).

Tabla 1. Métodos moleculares para estudio de variabilidad genética de S. aureus.

Caracteristicas PFGE? MLVAP MLST® Spa Typing®
Regién Genoma 7 genes 7 genes 1 gen constitutivo
estudiada completo constitutivos constitutivos
Método Restriccion PCR Secuenciacion Secuenciacion
molecular enzimatica
Usos Epidemiologia/  Epidemiologia/ Epidemiologia 'y Epidemiologia y
Analisis brotes  Andlisis brotes evolucion evolucion
Ventajas Gold standard Especifico, Resultados Facil de desarrollar,
rapido, facil registrables, buena buena comparacién
ejecucion, bajo comparacién interlaboratorial y
costo interlaboratorial y =~ generacién de base

generacion de base  de datos mundial

de datos mundial

Desventajas Dificil Confirmacion  Aplicacion de rutina Agrupacion de

comparacion posterior con inviable aislados compleja
interlaboratorial, otros métodos
laborioso y de tipificacion Costoso Costoso
COstoso como PFGE

@ Pulsed Field Gel Electrophoresis (Electroforesis en gel de campo pulsado). Extraido de Chung
2000 (49) y Rivero-Pérez 2010 (50).

® Multilocus Variable Number Tandem Repeat Analysis (Andlisis polimorfico de locus multiples
con nuamero variable de repeticiones en tandem). Extraido de Schouls 2009 (47).

¢ Multilocus sequence typing (Tipificacion de secuencias multilocus). Extraido de Rivero-Pérez
2010, Schouls 2009 y Enright 2000 (45,47,50).
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4 Spa-sequence Typing (Tipificacion de secuencias de la Proteina A). Extraido de Schouls 2009
47).

La introduccion de MLST como técnica de tipificacion de S. aureus establecio un antes
y un después en la historia evolutiva de la bacteria, porque permitié desarrollar un
sistema de nomenclatura sisteméatica objetiva, y sumar esfuerzos entre laboratorios para
la comparacion en una base de datos a nivel mundial que permitié estimar la estructura
poblacional de las diferentes especies bacterianas. MLST es una metodologia molecular
gue implica la identificacion de polimorfismos tras la amplificacién y secuenciacion de
fragmentos de 7 genes conservados (loci), facilmente reproducible entre diferentes
laboratorios. Estos genes forman parte del genoma core y codifican para enzimas
esenciales del metabolismo bacteriano, por lo cual son buenos marcadores de la
evolucion en el largo plazo. Los alelos identificados en cada uno de los siete loci definen
el perfil de alelos de cada aislamiento. Un perfil alélico define el secuenciotipo (ST) de
la cepa, que proporciona un descriptor conveniente e inequivoco para cada clon de S.
aureus (45). MLST permite agrupar a los aislamientos entre grandes conjuntos de datos

de su base (www.pubmlst.org) que tienen algun nivel definido de similitud en el perfil de

alelos. Los aislamientos que comparten exactamente el mismo perfil alélico pertenecen
al mismo STy, por tanto, al mismo linaje genético o clon. Sin embargo, los aislamientos
gue difieren en uno o dos loci (variantes de locus Unico [SLV] o variantes de locus doble
[DLV]) se consideran relacionados genéticamente y pertenecen a un grupo de linajes
relacionados, denominado complejo clonal (CC). En el CC de cada perfil alélico
ancestral putativo se visualizan patrones parsimoniosos de descendencia evolutiva de
todos los aislamientos. Un CC incluye todos los aislamientos que descienden del mismo
genotipo ancestral, aunque podria incluir otros aislamientos, por ejemplo, descendientes
de aislamientos relacionados con el genotipo ancestral original. Dado que los CC se
observan en una muestra muy pequefia de la poblacién total de S. aureus, es probable
gue la cepa ancestral o progenitora del CC haya obtenido alguna ventaja adaptativa
(aptitud) de modo que aument6 su frecuencia dentro de la poblacién, por tanto es el ST
mas prevalente en la poblacién, con una diseminacion geografica mas amplia en
comparacion con sus descendientes. Durante su expansion clonal, se produjo una ligera
diversificacion genética, de modo que se acumularon descendientes de la cepa
ancestral que difieren en uno de los siete loci MLST (SLV), y el genotipo ancestral
putativo dentro de cada CC se define, por tanto, como el perfil alélico que tiene el mayor
numero de SLV y debe estar presente entre los aislamientos mas tempranos o primitivos
en el tiempo evolutivo (4,51).

Tras el desarrollo y la validacion del esquema MLST para S. aureus, los clones de SARM

se han definido en términos de ST y, se establecié por primera vez un lenguaje
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inequivoco, generalizado, comun y universal para SARM. Ademas, la aplicacion de
MLST al estudio de poblaciones de SARM ha brindado informacién importante sobre la
estructura de su poblacion. Validé datos de PFGE que proponen que las cepas de
SARM, a diferencia de las SASM, tienen una poblacién clonal muy fuerte. También se
comprobd que los clones pandémicos pertenecen principalmente a unos pocos linajes
genéticos, éstos ultimos definidos ademas del CC-ST, por su spatipo y cassette
SCCmec (4).

En la dltima década, la incorporacién de técnicas de secuenciacién masiva (NGS, Next
Generation Sequencing), ha permitido la secuenciacibn de genomas bacterianos
completos (WGS por sus siglas en inglés: whole genome sequencing) para estudios de
epidemiologia molecular. Las mismas son capaces de proporcionar en un solo proceso
analitico informacién sobre: identificacion bacteriana, susceptibilidad a antibioticos,
portacion de genes de virulencia, tipificacion bacteriana y ubicar al genotipo dentro del
arbol filogenético de la especie (52).

La alta tasa de transferencia horizontal genética entre algunas especies de bacterias,
ha dado lugar a una inconmensurable diversidad y abundancia en el repertorio génico
de los genomas, inclusive al considerar bacterias dentro de una misma especie. Esta
diversidad se pudo evidenciar y analizar mejor desde la introduccién de las técnicas de
secuenciacién masiva de tercera generacién. En este contexto se ha desarrollado el
concepto del pangenoma, que comprende todos los elementos genéticos del genoma
de una especie, consta de dos partes: el genoma core, constituido por los genes
presentes en todos los individuos de la especie, asentando las bases taxonémicas y el
genoma flexible o accesorio, el cual puede estar presente en un sélo organismo de la
especie y es el que otorga a las bacterias caracteristicas adaptativas excepcionales. El
estudio del pangenoma puede ayudar a redefinir especies patbégenas (53).

El genoma bacteriano de S. aureus presenta una alta tasa de variabilidad genética, por
lo que su estudio epidemioldgico, ademas de requerir el empleo de técnicas moleculares
combinadas para la identificacion de los clones, también se completa con el uso de
técnicas de secuenciacién masiva para una mayor comprensiéon de la evolucién de los
clones presentes, por ejemplo, en una region geogréfica especifica (52).

Actualmente, la técnica NGS no esta disponible en el Paraguay para estudios de
bacterias, pero a nivel mundial aumenta cada dia su disponibilidad y disminuyen sus
costos y tiempo de respuesta (menor al de cualquier otra metodologia de similar
magnitud). Su utilidad ya fue demostrada para la prediccion de resistencia a los
antibioticos en M. tuberculosis, mediante el cual se obtuvo un resultado con varias
semanas de anticipacion respecto al ensayo tradicional de susceptibilidad fenotipica. En

el caso de S. aureus, algunos fenotipos de resistencia (por ejemplo la resistencia
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intermedia a la vancomicina) de dificil deteccién por los métodos fenotipicos
convencionales, podrian detectarse facilmente por métodos genotipicos (52).

2.7. Distribucion gegografica de clones SARM

Los primeros clones de SARM tenian caracteristicas genéticas y fenotipicas similares a
los clones SASM, que produjeron importantes epidemias a principios de la década de
1960 en Europa. Una de las teorias mas aceptadas indica que la aparicion de SARM
fue el resultado de la adquisicion del gen mecA por parte de clones SASM de una fuente
heteréloga desconocida (42).

A nivel mundial han sido descritos diferentes clones de SARM; sin embargo los
informados con mayor frecuencia pertenecen a cinco CC principales: CC5, CCS8 (incluido
el subgrupo CC8-ST239), CC22, CC30 y CC45. De estos cinco principales CC, CC5y
CC8 son los mas frecuentes en todo el mundo. Ambos CC contienen varios ST, que se
diferencian por diferencias en la secuencia (SLV o DLV) de los genes utilizados para
asignar su ST, y se distribuyen a lo largo de diferentes paises/regiones del mundo (4).
Entre los clones predominantes a nivel mundial se encuentran el Brasilero-Hlungaro
(CC8-ST239-1ll), Ibérico (CC8-ST247-l), Pediatrico (CC5-ST5-IV, New York/Japon
(CC5-ST5-1l) y el USA300 (CC8-ST8-1V), éstos cinco clones principales tienen una
capacidad Unica para hacer frente a entornos clinicos cambiantes(42). Mientras que
CC30-ST36 es comun en los Estados Unidos y el Reino Unido y CC45 es comun en los
Estados Unidos (CC45-ST45-Il) y Europa (CC45-ST45-1V/V), CC22 es un CC
generalizado a nivel mundial. El subgrupo CC8-ST239, CC5-ST5 y CC22-ST22 son los
CC informados con mayor frecuencia en los paises asiaticos. La evidencia sugiere que
el linaje del subgrupo CC8-ST239 (CC8-ST239-1ll) de Corea del Sur, Hong Kong,
Taiwan y Vietham y CC5-ST5-Il de Corea del Sur y Sri Lanka se han diseminado desde
los hospitales a la comunidad. CC8-ST239-1ll y CC5-ST5-1l son los principales clones
de SARM-AH. La presencia de estos aislamientos en la comunidad refuerza la teoria
del desplazamiento en nichos ecoldgicos de clones SARM-AH y SARM-AC. Los clones
predominantes en América Latina incluyen CC5-ST5, CC8-ST239 y CC30-ST30,
mientras que en Africa predominan el CC8-ST239, CC5-ST5y CC30-ST36. CC8-ST612
se ha descrito con poca frecuencia en Sudafrica y Australia. Los clones CC8-ST8-IV y
CC30-ST30-1V, conocidos respectivamente como USA 300 y SouthWest Pacific (SWP),
se han expandido globalmente y son considerados pandémicos (4,42,54,55).

En Sudamérica, los clones SARM encontrados mas frecuentemente (incluyendo cepas
comunitarias y hospitalarias) son el clon Pediatrico (CC5-ST5-1V), el Cordobés-Chileno
(CC5-ST5-1), el SouthWest Pacific (CC30-ST30-1V), el Brasilero (CC8-ST239-ll1), el New

York/Japan (CC5-ST5-Il) y una variante del Pediatrico, el clon Pediatrico-Argentino
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(CC5-ST100-1V) (42). En Argentina el principal clon SARM-AC, relacionado en la ultima
década a infecciones invasivas es el CC30-ST30-IV-t019-PVL+, que pasé a ser
predominante reemplazando al anteriormente descrito CC5-ST5-1V-t311-PVL+
(18,56,57).

En Uruguay, entre los afios 1996 y 1998, Aires de Sousa y colaboradores, reportaron la
presencia del clon Brasilero (CC8-ST239-Ill) en el 100% de los aislamientos SARM
colectados de cinco hospitales estudiados (58), éste mismo clon también fue identificado
en cuatro de cinco hospitales de Montevideo por Senna y colaborares en el afio 2003,
aunque sélo mostré predominio en uno de ellos (59). Entre los afios 2002 y 2003, se
registré en Montevideo un gran brote de infecciones causadas por SARM-AC, que afectd
a personas privadas de su libertad y sus familiares, el 74,5% de los aislamientos
identificados pertenecian al clon CC30-ST30-1V, altamente virulento y portador de los
genes PVL y cna(60).

Los reportes sobre SARM circulando en Paraguay son limitados.Mayor y colaboradores
en el 2007 reportaron dos linajes SARM-AH el CC5-ST5-t149-1 y el CC8-ST239-t037-
IIIA como circulantes en un hospital universitario del Paraguay en el afio 2005. En el afio
2020 en un estudio preliminar de nuestro equipo de investigacion, Rodriguez y
colaboradores reportaron dos linajes estafilocdccicos dominantes como responsables
de infecciones estafilococcicas en nifios de la comunidad: CC30-ST30-1V-t019 (77%) y
CC5-ST5-1V-t311 (10%), entre los afios 2009 y 2013(61,62).
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3. JUSTIFICACION

A nivel mundial, desde el afio 2006 SARM es considerado una amenaza global y desde
el afio 2013, el reporte del CDC (Center for Diseases Control and Prevention) lo clasifica
como un microorganismo de Nivel de Amenaza Seria (63). Numerosos estudios
identifican ciertos linajes SARM asociados a resultados clinicos especificos (52). Por
ejemplo el CC30 (complejo clonal 30) de S. aureus ha sido asociado a un alto indice de
mortalidad en una cohorte europea (48). También, en Australia el CC8 (ST239) fue
asociado significativamente con casos de bacteriemia persistente o recurrente, mientras
que el CC22 fue menos comunmente asociado a estos cuadros (64).

En Paraguay existen pocos datos publicados sobre caracterizacion molecular de S.
aureus realizados en el pais. Mayor y colaboradores en el 2007 publicaron la
identificacion de dos clones aislados de adultos hospitalizados en Asuncién, cuyo
andlisis molecular fue realizado en Francia: el mayoritario fue el CC5-ST5-I, similar al
clon Cordobés/chileno que se expandi6 a través de Sudamérica, y el minoritario CC8-
ST239-1llIA, relacionado al clon Brasilero (61).

Un brote grave de origen alimentario por S. aureus, en el afio 2009 en Paraguay requirio
la colaboracion de centros de investigacion argentinos para el estudio molecular. Esta
situacion puso de manifiesto la necesidad a nivel nacional de la implementacién de
metodologia molecular que permita la vigilancia epidemiolégica de aislamientos de S.
aureus ante sospechas de brotes. En éste contexto un grupo de investigacion de la UNA
inici6 proyectos multidisciplinarios y multicéntricos orientados al estudio de la
epidemiologia molecular de SARM en infecciones pediatricas, logrando la creacion del
mayor biobanco de cepas de S. aureus de nuestro pais, que cuenta actualmente con
mas de 900 muestras (62,65,66).

La potencia de los métodos moleculares, incluyendo la secuenciacion de nueva
generaciéon permite evaluar a profundidad caracteristicas propias de la bacteria como
clonalidad, resistoma, viruloma y su evoluciéon en el tiempo. La propuesta con éste
proyecto de tesis fue realizar el andlisis de la epidemiologia molecular de aislamientos
de S. aureus resistente a meticilina (SARM) que condujeron a las infecciones mas
graves en nifios y que desencadenaron en cuadros invasivos, entre los afios 2009 y
20109.

Asi mismo, para evaluar el posible rol de cambios en la expresion de factores de
virulencia, postulamos explorar la expresién de la leucocidina de Panton-Valentine
(PVL), una de las toxinas mas caracteristicas de SARM, en las diferentes etapas del
ciclo celular.

El conocimiento de los principales clones de SARM circulantes en nuestro pais,

generara conocimiento epidemiolégico importante conducente a la vigilancia gendémica
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activa, util para comparacion con datos regionales y/o mundiales y como contribucion al
conocimiento universal sobre el microorganismo. Ademds, permitird la deteccion
oportuna y a tiempo de cambios significativos en la epidemiologia local que podrian
indicarnos desplazamientos del nicho ecolégico bacteriano o entre clones, indicativos
de presencia y circulacion de un nuevo linaje bacteriano exitoso que podria conducir a
aumentos repentinos en los numeros de casos presentados normalmente en los centros

asistenciales de nuestro pais.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo General

Estudiar la epidemiologia molecular de Staphylococcus aureus resistente a meticilina

causante de infecciones invasivas en nifios paraguayos
4.2. Objetivos Especificos

1. Caracterizar fenotipica y molecularmente aislamientos de S. aureus resistentes a
meticilina (SARM) causantes de infecciones invasivas en nifios paraguayos.

2. Determinar la prevalencia de factores de virulencia de S. aureus resistentes a
meticilina (SARM) causantes de infecciones invasivas en nifios paraguayos por métodos
moleculares.

3. Establecer la correlacién existente entre portacion de factores de virulencia y su
expresion.

4. ldentificar clones de S. aureus resistentes a meticilina (SARM) causantes de
infecciones invasivas en nifios paraguayos empleando métodos moleculares.

5. Establecer el patrén de evolucion temporal de clones de S. aureus resistentes a

meticilina (SARM) causantes de infecciones invasivas en nifios paraguayos
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Disefio del estudio

Para el cumplimiento de los objetivos postulados se recurrié a la realizacion de un
estudio observacional, descriptivo, de corte transverso, con muestreo no probabilistico

de casos consecutivos.
5.2. Material Biolégico

Los aislamientos de S. aureus resistentes a meticilina (SARM) analizados en el presente
estudio provenian de diferentes tipos de muestras bioldgicas colectadas de nifios
paraguayos con infecciones invasivas, de edades comprendidas entre 0O (cero) y 16
(dieciséis) afos. Estas muestras fueron procesadas en cuatro hospitales de referencia
de Asuncion y el Dpto. Central del Paraguay participantes del presente proyecto de
investigacion: Hospital de Clinicas (HCL, FCM-UNA), Instituto de Prevision Social (IPS),
Hospital General Pediatrico Nifios de Acosta Nu (HGP), Hospital Nacional de ltaugua
(HNI), estos dos ultimos dependientes del Ministerio de Salud Publica y Bienestar Social
del Paraguay (MSPyBS). En la tabla 2 se muestra el nimero total de aislamientos SARM
colectados en cada periodo y los centros participantes, asi como el correspondiente
namero de aislamientos SARM causante de infecciones invasivas incluidos en este
estudio.

Tabla 2. Procedencia de aislamientos SARM causante de infecciones invasivas,

segun periodo de colecta

Periodo de Colecta 2009-2010  2012-2013 2017-2018 2019
S. aureus total (N) 192 430 300 30
SARM total (n) 31 117 85 15
SARM invasivas (n) 11 29 38 7
IPS IPS IPS IPS
HGP HGP HGP HGP
Centro asistencial HNI HNI HCL HNI
HCL HCL

Los aislamientos colectados se almacenaron en el Biobanco del Instituto de
Investigaciones en Ciencias de la Salud (IICS-UNA), en medio BHI-glicerol al 15% a -
80°C para su posterior analisis.

Todos los aislamientos contaban con datos clinicos y epidemiolégicos como
identificacion bioquimica, susceptibilidad a antibidticos, tipo de material, fecha de
coleccidn, cuadro clinico, edad y sexo del paciente del cual fueron aislados, proveidos

por el laboratorio de microbiologia de cada uno de los centros asistenciales donde se
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colectaron las muestras. Se empled como criterio para ser considerado SARM causante
de infecciones invasivas a aquellos aislamientos de S. aureus provenientes de un sitio
del cuerpo normalmente estéril (sangre, lig. cefalorraquideo, peritoneal, pleural o
aspirados de tejido profundo obtenidos asépticamente o muestras de tejido quirargico)
y resistentes a meticilina por antibiograma, segun criterio del CLSI(67).

5.3. Caracterizacion fenotipica

La identificaciéon bioquimica y andlisis de susceptibilidad a antibioticos se llevd a cabo
en cada laboratorio de microbiologia en el cual fueron colectados los aislamientos. Se
realizaron segun criterios estandar establecidos en las guias del CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) de 2009 a 2018, de acuerdo a la fecha de colecta de
cada aislamiento(68—74).

5.4. Caracterizacion molecular
5.4.1. Extraccion del material genético

Los aislamientos identificados como SARM por métodos fenotipicos fueron repicados
en agar TSA (Agar Triptona Soja, Difco, Le Pont de Claix, Francia) e incubados a 35°C
por 24-48 horas en presencia de 5% de CO2 para la posterior extraccion de ADN
gendmico, empleando kit comercial (Wizard Genomic, Promega, Madison, EEUU),

siguiendo las instrucciones del fabricante.
5.4.2. ldentificacion molecular

La identificacién molecular fue llevada a cabo por deteccion del gen ADNr 16S utilizando
oligonucledétidos y condiciones descritos por Manfredi y colaboradores (39) para el
reconocimiento del género Staphylococcus.

La confirmacion genotipica de la resistencia a meticilina se llevé a cabo mediante la
amplificaciébn del gen mecA, empleando oligonucle6tidos y condiciones de ciclado
descritos por Murakami y colaboradores(75), obteniéndose un producto de 533pb.
Deteccion Genes Codificantes de Factores de Virulencia

La caracterizacion molecular de los aislamientos en estudio incluyé la deteccion de
genes codificantes de factores de virulencia como la Leucocidina de Panton-Valentine
(lukS/F-PV)(76), enterotoxinas A, B, C, D, G, H, I, M, N, O, U (sea, seb, sec, sed, seg,
seh, sei, sem, sen, seo, seu)(39,77), hemolisinas alfa y beta (hlA y hiB)(78), toxinas
exfoliativas Ay B (etA y etB)(79) y la toxina del sindrome del shock tdxico (tsst-1)(79),
siguiendo las condiciones de reaccion indicadas en la Tabla 3.

En la Tabla 3 se resumen las condiciones de amplificacion de los factores de virulencia

incluidos en este trabajo. Todos los oligonucle6tidos utilizados fueron sintetizados por la
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empresa Macrogen Inc. (Seul, Corea) y la amplificacion fue realizada en termocicladores
Veriti (AppliedBiosystems, Thermo Fisher Scientific, EEUU).

Todos los ensayos mencionados fueron realizados a una concentracion final 1X de
Tampén (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, California, EEUU), 0,03U/uL de Taq
polimerasa (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, California, EEUU) vy
0,4mM desoxirribonucleotidos trifosfato (Promega Corporation, Madison, Wisconsin,
EEUU).

Tabla 3. Condiciones de reaccién para deteccién de genes codificantes de
factores de virulencia incluidos en el estudio

Concentracion

- Condiciones de Ciclado
de Reactivos

Produ

Gen cto PCR 9= s S S =
(pb) 25 g 8 8 & S i
\8 6 E- N T N 9 9 v W -
5 ® > ® 5 © IS 2 o < )
. c e — (&) —
==} = S5 S =] [ () —_ 7
c c = = 5 = > on -
° 8 = c c c ] g
g5 5 g g < i
c8 = a o
72°
lukS/ . 94°C 94°C 55°C 72°C
Fpy 438 Simple 05 2mM 10 min 30s 30s 1 min 40 nﬁ?n
seA 521 1 o o
seB 667  Maliple 1 3mM é’?ﬂﬁ * gzmm
seC 284 1
seD 385 Simple 1 3mM 95 C * 2 )
5 min 2 min
seH 358 Simple 1 3mM 95 C * 2 )
5 min 2 min
72°
. 95°C 95°C 54°C o
seM 379 Simple 1 3mM 5 min 20s 20's 72°C 30s 35 ;&
. 95°C 95°C 58°C o 72°
seN 680 Simple 1 3mM 5 min 30s 20s 72°C 30s 35 5 min
. 95°C 95°C 60°C o 72°
seG 642 Simple 1 3mM 5 min 30s 30s 72°C 30s 35 5 min
. 95°C 95°C 60°C o 72°
sel 576 Simple 1 3mM 5 min 20s 20s 72°C 30s 35 5 min
. 95°C 95°C 60°C o 72°
seO 180 Simple 1 3mM 5 min 20s 30s 72°C 30s 35 5 min
. 95°C 95°C 60°C o 72°
seU 215 Simple 1 3mM 5 min 30s 20s 72°C 30s 35 5 min
hlA 1
704 - 94°C 94°C 51°C 72°C 72°
hiB 496  Maltiele 3mM 3 min 1 min 45 1 min 30 5 min
etA 119 Mdltiple 1 omM 94°C 94°C 55°C 72°C 30 72°
etB 200 1 5 min 2 min 2 min 1 min 5 min
. 94°C 94°C 55°C 72°C 72°
tsst-1 350 Simple L 2mM 5 min 1 min 1 min 1 min 30 5 min

*Incluyeron dos ciclos diferentes de D-A-E (Desnaturalizacion-Anillamiento-Extension),
primeramente 15 ciclos de desnaturalizacién (95°C por 30 segundos), anillamiento (68°C por 30
segundos) y extensién (72°C por 30 segundos), seguidos de 20 ciclos de desnaturalizacién (95°C
por 30 segundos), anillamiento (60°C por 30 segundos) y extension (72°C por 30 segundos).

5.4.3. Identificacién de clones SARM
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Para la identificacion de los clones SARM se emplearon de forma combinada los
siguientes métodos: tipificacion del cassette SCCmec, spA typing, MLST, MLVA y
PFGE.

Todos los aislados SARM del studio (N=85) fueron sometidos a la tipificacion del
cassette SCCmec, de la proteina A, MLST y MLVA. Soélo aislados de perfiles
representativos fueron escogidos para ser analizados por PFGE (N=32) y WGS (N=10).

5.4.4. Tipificaciéon del cassette SCCmec

La tipificacion del cassette SCCmec fue llevada a cabo mediante una version
simplificada del método disefiado por Kondo y colaboradores(80). Los tipos de cassette
SCCmec, indicados con nuimeros romanos, estan definidos por la combinacion de
alotipos ccr y mec (Tabla 4). Primeramente se realizé la determinacion del complejo
ccrAB a través de una PCR mdltiple descrita por Ito y cols 2001(81), en la cual la
combinacion de cuatro oligonucleétidos permitié la identificacion de tres complejos ccr
(AB1, AB2, AB3 y C), mediante las siguientes condiciones de reaccion: tampén 1X
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, California, EEUU), 0,3 mM dNTPS (Promega
Corporation, Madison, Wisconsin, EEUU), 1 uM oligonucleétidos ccrp2, ccra2, ccra3,
ccra4 (Macrogen, Sedul, Corea), MgCl; 2,5 mM (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
California, EEUU) y 0,03U/uL Taq Polimerasa (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
California, EEUU). Para la reaccion de PCR se utilizé 1 uL de ADN molde en un volumen
total de reaccién de 25 pL. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacién (94°C por
2 minutos), anillamiento (57°C por 1 minuto), extension (72°C por 2 minutos) y una
extension final a 72°C por 2 minutos.

Tabla 4. Complejos mec y ccr asociados alos distintos tipos de Cassette SCCmec.

Cassette SCCmec Complejo mec Complejo ccr
SCCmec | (1B) Clase B (565 pb) ccrAl/ccrB1 (700 pb)
SCCmec Il (2A) Clase A (480 pb) ccrB2/ccrA2 (1000 pb)
SCCmec Il (3A) Clase A (480 pb) ccrB3/ccrA3 (1600 pb)
SCCmec IV (2B) Clase B (565 pb) ccrA2/ccrB2 (1000 pb)

Clase B2/Th4001 (449 pb/709
SCCmec IV (2B R5) b) ( P ccrA2/ccrB2 (1000 pb)
p
SCCmec V (5C2) Clase C; (804 pb) ccrC (804 pb)
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En base a los resultados obtenidos en la identificacion del complejo ccr se procedié a la
identificacion del complejo mec clase B, mediante una PCR simple utilizando las
siguientes condiciones de reacciéon: tampon 1X (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
California, EEUU), 0,4 mM dNTPS (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, EEUU),
oligonucledtidos especificos para el complejo mec clase B I1S1272 y mec RI, descritos
por Katayama cols 2000 (82)(Macrogen, Seul, Corea), MgCl, 1,5 mM (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, California, EEUU) y Taqg Polimerasa (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, California, EEUU). Para la reaccion de PCR se utilizd 1 yL de ADN molde en
un volumen total de reaccion de 25 pL. Las condiciones de ciclado fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacién (95°C por
1 minuto), anillamiento (55°C por 1 minuto) y extension (72°C por 1 minuto), y una

extension final a 72°C por 10 minutos.
5.4.5. Tipificacion del locus Spa

La region polimorfica del gen spa fue amplificada por PCR con oligonucléotidos y
condiciones descritos por Shopsin y cols(83) y el fragmento de ADN obtenido para cada
aislamiento fue secuenciado por el método Sanger (Macrogen Inc., Sell, Corea). La
edicién de las secuencias obtenidas (forward y reverse) y la obtencion de una secuencia

consenso fue llevada a cabo utilizando el software Bioedit version 7.0.5.3(84), para su

posterior analisis con ayuda de los servidores Ridom Spa: https://spa.ridom.de (85) y

Center for Genomic Epidemiology https://genomicepidemiology.org (86).

5.4.6. Multi-Locus Sequencing Typing

La determinacién del secuenciotipo de cada aislamiento se llevé a cabo utilizando el
esquema propuesto por Enright y cols., que consiste en la amplificacion por reacciones
de PCR individuales de siete genes housekeeping, utilizando siete pares de
oligonucledétidos y condiciones descritos por el autor(45). Los oligonucleétidos fueron
disefiados para amplificar secuencias de regiones altamente conservadas que
flanquean regiones mas variables. Cada par de oligonucle6tidos amplificé un fragmento
interno del gen housekeeping (aproximadamente 500 pb) y permitid la secuenciacién
precisa por el método Sanger (Macrogen Inc., Sedl, Corea) de fragmentos de ~ 450 pb
de cada gen en ambas cadenas. Los genes que se amplificaron fueron: carbamato
guinasa (arcC), shikimato deshidrogenasa (aroE), glicerol quinasa (glp), guanilato
guinasa (gmk), fosfato acetiltransferasa (pta), triosafosfato isomerasa (tpi) y acetil
coenzima A acetiltransferasa (yqiL). La edicidn de las secuencias obtenidas (forward y
reverse) y la obtencién de una secuencia consenso fue llevada a cabo utilizando el

software Bioedit version 7.0.5.3(84), para su posterior andlisis con ayuda de los
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servidores Public databases for molecular typing
and microbial genome diversity https://pubmlist.org/ (87) y Center for Genomic
Epidemiology http://genomicepidemiology.org/ (86).

En todos los casos mencionados, la visualizacion de los productos de PCR de punto
final se realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% (VWR, AMRESCO, Life
Science, Canadd). Para tal fin, se sembraron 5 uL de producto con loading buffer a una
concentracion final 1X y se realizé la corrida en cubas electroforéticas con buffer TAE
(Tris, acetato, EDTA) al 1X a 120V por 40 min aproximadamente. La tincion se realizé
empleando SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, California,
EEUU). Un marcador molecular de 50 pb (Jena Bioscience, Sigma-Aldrich, Merck,
Darmstadt, Alemania) fue utilizado para estimar el tamafio de los productos separados.

Los resultados fueron registrados en formato de fotos digitales y analizados.
5.4.7. Multi-Locus Variable Analysis

El andlisis multi-locus de numero variable de repeticiones en tandem (MLVA) fue
desarrollado empleando cinco pares de oligonucledtidos que amplificaron siete
diferentes loci VNTR (clIfA, clfB, sdrC, sdrE, spA y sspA) seguido por electroforesis en
gel de poliacrilamida (gel separador 7,5% y concentrador 5%) con tincién de nitrato de
plata, siguiendo el protocolo descrito por Rodriguez y cols(88). Los geles fueron
digitalizados utilizando el software Un SCAN IT GEL para el analisis del patron de
bandas caracteristico de cada aislamiento. Todos los aislamientos con bandas de igual
tamafo y posicion o de hasta una banda de diferencia (285% similitud) fueron incluidos
en la misma agrupacion, siguiendo los criterios utilizados por Malachowa y cols(89). Las
agrupaciones fueron enumeradas para su identificacion siguiendo los criterios

estipulados por Sabat y cols(90).
5.4.8. Electroforesis en Gel de Campo Pulsado

Fue llevada a cabo por restriccion con la enzima Smal y resuelta mediante electroforesis
en campos pulsados, como fue descrito previamente por Chung y colaboradores con
algunas modificaciones(49,85). En este estudio se emplearon moldes comerciales para
la formacion de bloques de agarosa y se sustituyé el uso del tampén PIV por TE (Tris-
EDTA), al comprobarse que facilitaba la manipulacion de la agarosa en la preparacion
de los bloques.

En el proceso fueron incluidos como controles los clones ST5-1V-t311-PVL+, ST30-IV-
t019-PVL+, ST8-1V-t008-PVL+ (USA 300) y la cepa NCTC 8325.

Los aislamientos fueron inoculados en medio de cultivo bacteriano TSB e incubados

durante toda la noche en bafio Maria a 37°C. Por cada inéculo se incluyeron controles
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de pureza en agar TSA y un control de esterilidad para el medio TSB. Se prepararon
suspensiones celulares con tampdn TE (Tris-EDTA) y se calculé la densidad éptica (DO)
de cada una para determinar si se encontraban dentro del rango de concentracion
aceptable (0,05-0,15) para la preparacion de los bloques de agarosa.

Se mezclaron las suspensiones bacterianas con agarosa al 1,5% apta para PFGE
(SeaKem, Amresco, Merck, Darmstadt, Alemania) y se colocaron en moldes
comerciales para bloques (2 blogues por aislamiento).

Una vez gelificados, los bloques de agarosa fueron incubados en solucion de lisis
(RNAsa 10mg/mL, Lysozima 20mg/mL y Lysostafina 10mg/mL) en bafio Maria durante
5 horas a 37°C y luego en solucién ESP conteniendo proteinasa K, durante toda la noche
(17 horas) a 50°C. Posteriormente se realizaron cinco lavados a cada muestra con el
tampon TE para eliminar la proteinasa K.

Se transfiri6 1/3 del bloque de agarosa por aislamiento (cortado en sentido del eje
mayor), a una solucién conteniendo el tampén de restriccion (Pre Smal +
mercaptoetanol), se incubd durante una hora a 25°C. Luego se incub6 en tampén de
restriccion con la enzima Smal a 25°C durante toda la noche. La reaccion se detuvo al
dia siguiente agregando 200uL de tampon de carga (TBE 0,5X).

La electroforesis se realizd en gel de agarosa al 1% (SeaKem, Amresco, Merck,
Darmstadt, Alemania), en el cual fueron incluidos los bloques. El equipo utilizado para
la corrida electroforética fue el CHEF —DR 11l (Biorad, California, EEUU), en tampén TBE
0,5X a 11,3°C y 6 volts/cm durante 23 horas, alternando pulsos de 5 y 35 segundos a
un angulo de 120°C.

Una vez finalizada la corrida se procedi6 a la tincion del gel con GelRed (Sigma-Aldrich,
Merck, Darmstadt, Alemania) y visualizacién con luz ultravioleta, se tomé una fotografia
gue fue almacenada en formato TIFF (del inglés, "tagged image file format™) para su
posterior analisis.

Los patrones de bandas obtenidos se designaron siguiendo el criterio de Tenover y
cols.(91) (Tabla 5).

El analisis de los geles obtenidos por PFGE fue realizado utilizando el programa
GelCompar Il 5.1. (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica) para verificar las relaciones entre
los pulsotipos y sus subtipos. Se utilizé el indice de DICE para generar matrices de
similitud y se construyé el dendrograma aplicando los algoritmos de analisis de
agrupaciones UPGMA (del inglés, “unweighted pair-group method with arithmethic

mean).
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Tabla 5. Criterios para identificacion de Pulsotipos segun Tenover y cols(91).

Criterio Consideracioén Nomenclatura

100% bandas iguales ldénticos Pulsotipo mas frecuente,
identificado con una letra
mayuscula. Ejemplo: A.

1-3 bandas diferentes Estrechamente Subtipos del pulsotipo méas
relacionados frecuente, identificados
4-6 bandas diferentes Posiblemente con la letra mayudscula
relacionados seleccionada para el

pulsotipo mas frecuente y
un numero. Ejemplo: Al,
A2, A3, etc.

2 7 bandas diferentes No relacionados Identificados con letras
mayusculas, diferentes al
pulsotipo mas frecuente.

Ejemplo: B, C, D, etc.

5.4.9. Andlisis del Genoma Completo

Un aislamiento representativo de cada perfil identificado por las técnicas moleculares
mencionadas anteriormente, cassette SCCmec, spa typing, MLST y MLVA fue sometido
a analisis del genoma completo (WGS, n=10), siguiendo el esquema de la figura 4.

El ADN genomico extraido se cuantificd utilizando el equipo Qubit Fluorometric
Quantification (ThermoFisher Scientific Inc., Patheon, EEUU) y posteriormente se
procedi6 a la preparacién de la libreria gendmica utilizando el kit exclusivo para el equipo
MiSeq Sequencing System (lllumina, San Diego, California, EEUU) con el cual se realiz
la secuenciacion.

Los archivos BCL generados se convirtieron a formato FASTQ usando la herramienta
BCLtoFASTQ v2.19 instalada en TeideHPC (ITER, Tenerife, Espafa).
Simultaneamente, se llevd a cabo la demultiplexacion con la misma herramienta,
obteniendo los archivos correspondientes a las lecturas de secuenciaciéon R1 y R2
(fast.qz).

El andlisis de las secuencias genémicas se llevo a cabo en la plataforma Galaxy Europe

https://usegalaxy.eu/ (92). El primer paso del analisis consistio en el control de calidad

de las lecturas con el software FastQC v0.73 (93) y andlisis taxonémico con Kraken
v2.1.1 (94), para obtener pardmetros de calidad y clasificacion taxondmica
respectivamente. Las reads fueron sometidas a un proceso de treamming para

mejoramiento de la calidad de las mismas utilizando el software Trimmomatic
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v0.38.1(95). Posteriormente se llevé a cabo el ensamble de novo con Unicycler v0.4.8.0
(96) y andlisis de calidad del mismo con Quast Genome assembly Quality v5.0.2(97-99)
para certificar la calidad de las lecturas (R1 y R2), con los que se obtuvo un un informe
resumido con métricas de ensamblaje y pardmetros de calidad como el tamafio total del
genoma, Nro. de contigs totales, tamafio del contig mas grande, Nro. de contigs de
tamano = a 1Kb, N50 y %GC.

Una vez superado el control de calidad, las lecturas R1 y R2 (fastq.gz) fueron
procesadas con la herramienta Prokka v1.14.6 (Prokaryotic Genome Annotation)
version 1.14.6+galaxy0, para anotacion bacteriana(100,101).

La caracterizacion de los aislamientos se llevé a cabo utilizando los softwares MLST
(base de datos PUbMLST) version 2.19.0 para deteccién del secuenciotipo y ABRicate
version 1.0.1 para deteccion de genes de resistencia a antibidticos, asi como
susceptibilidad a cada antibiético y su posible induccién a resistencia (base de datos
Resfinder), los factores de virulencia (base de datos VFDB) y replicones plasmidicos
(base de datos PlasmidFinder) (102).

| Short Reads lllumina (fastg.gz) |— Metadata: Lugar, Fecha y
l Tipo de Infeccion

Control de Calidad — FASTQC (_html y pdf) y
Clasificacion taxonomica — Kraken2 { tab)

'
l Y l

Ensamble de Move — Unicycler (_fasta) |

l Caracterizacion del aislamiento:
MLST
Confrol de Calidad del ensamble — Factores de Virulencia
QUAST (tab y .pdf) Mecanismos de Resistencia
l Plasmidos

Anotacion — Prokka (.gff)

|

Andlizis del Pangenoma — Roary
{txt, .csvy fasta)

|

Alineamiento SMNPs en genes core —
SMP sites (fasta)

|

Visualizacion de Alineamientos —
Seaview ( fasta)

!

Arbol Filogenético — 1Q-Tree (_nhx)

|

Visualizacién Arbal Filogenético — L 4

Figiree {.nwk) Integracion y Visualizacion
Microreact y Pathogenwatch

Figura 4. Esquema del Anélisis GenOdmico.
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Posteriormente se realiz6 el andlisis filogenético del genoma bacteriano ensamblado

con los softwares Roary version 3.13.0 (103), IQ-Tree version 1.5.5 (104,105) y Figtree

version 1.4.4 disponible en https://tree.bio.ed.ac.uk/ para la visualizacion. Los archivos
de salida .gff del Prokka v1.14.6 fueron empleados por el software Roary v3.13.0 (103)
para construir el arbol de Newick a fin de establecer el genoma central de los aislados
clinicos analizados. Finalmente, los archivos de salida generados por Roary v3.13.0 se
visualizaron con la herramienta online Phandango v1.3.0 (106), generando el gréafico del

arbol de Newick y la representacion del genoma central.
5.4.10. Ensayo de Expresion Geénica de Factores de Virulencia

Para el andlisis del nivel de expresion de factores de virulencia por la metodologia qPCR
(PCR Real Time), se seleccion6 la toxina mas representativa entre los aislamientos
SARM causantes de infecciones invasivas en nifios paraguayos analizados, resultando
ser esta la leucocidina de Panton-Valentine (PVL) no s6lo por su alta frecuencia de
portacion (60%, 51/85) sino también por ser el factor de virulencia que se ha ganado
una atencion publica significativa segun la teoria propuesta por Vandenesch y cols (107)
quienes refieren que practicamente la mayoria de las cepas SARM-AC de nueva
evolucién, independientemente de su origen genético y antibiograma, acarrean el gen
de la PVL y un pequeio cassette SCCmec (tipo IV), existiendo una fuerte asociacién
entre SARM-AC y PVL, pudiendo éste ultimo ser un marcador de las mismas(107).
Teniendo en cuenta esto a raiz que la mayoria de los aislamientos de éste estudio son
provenientes de ambientes comunitarios (88%, 75/85), la importancia clinica de la PVL,
asi como su alta frecuencia de portacién entre los aislamientos estudiados.

Se seleccionaron dos linajes de SARM representativos: GIP64 (CC30-ST30-t019-IV-
PVL+) y SCM77 (CC5-ST5-t311-IV-PVL+), portadores del gen codificante del factor de
virulencia PVL (lukS/F-PV) cultivados en un medio de cultivo bacteriano in vitro (BHI) y
en suero de carnero estéril, que por sus componentes bioquimicos como proteinas
séricas, carbohidratos e iones, diferentes a los del BHI, se asemeja mas a un
experimento in vivo(108).

Para lograr el objetivo de medir la expresion de PVL en dos fases de crecimiento:
exponencial y estacionaria, se realizaron curvas de crecimiento bacteriano a 630nm en
ambos medios y con ambos aislados por triplicado, como se muestra en la figura 6.

El analisis de expresion de factores de virulencia incluyé los siguientes pasos:

1. Curva de crecimiento bacteriano para determinacién de las fases exponencial y
estacionaria

2. Crecimiento bacteriano y coleccion en varias etapas

3. Extraccion de ARN
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4. Sintesis de ADNc

5. Medicién del nivel de expresion por gPCR

Se procedio a realizar la curva de crecimiento bacteriano para detectar el tiempo en que
los aislamientos seleccionados alcanzan las fases estacionarias y exponencial,
mediante el siguiente esquema (Figura 5).

Las fases de crecimiento bacteriano fueron determinadas por medidas de densidad
optica (DO), valores entre 0,5-0,7 corresponden a la fase exponencial y valores 2 1,2 a

la fase estacionaria.

Cultivo de SARM (SCM77 y

Determinacion del . o
GIP64) en BHI a 37°C - grado McFarland de Crecimiento a _,37 C a
180rpm, durante toda la ambas  suspensiones Suspension de 105 180rpm y medicién de la
noche (GFL 1086, bacteriol6gicas (DEN- células bacterianas DO (630nm) cada 30
ThermoL.ab, CDMX, 1B, Grant Bio, en 3mL de BHI para minutos, Lector de ELISA
México) Cambridge, Reino inicio de la curva (Awareness, Technology

Unido) Inc, Florida, EEUU)

Figura 5. Esquema de la Curva de Crecimiento Bacteriano

Una vez determinados los tiempos necesarios para que los aislamientos alcancen las
fases estacionaria y exponencial del crecimiento, se procedi6 a realizar el experimento
de induccién con ambos aislamientos cultivados en suero de carnero estéril y en BHI,
colectados en fase exponencial y estacionaria, por triplicado, con lo cual se cultivaron
24 tubos en total (2 aislamientos x 2 tiempos de colecta x 2 medios diferentes x
triplicado). Se incubaron a 37°C — 180 rpm hasta el tiempo necesario para la colecta en
fase exponencial y estacionaria. Los tubos colectados fueron centrifugados, se descart
el sobrenadante y se congel6 el pellet a -80°C.

Se procedi6 a la extraccién del ARN del pellet siguiendo el protocolo descrito por el
fabricante del kit de extracciébn Zymo-Spin Column (Zymo Research, Irvine, California,
EEUU), teniendo en cuenta todos los cuidados para el manejo de dicho material
genético. ElI ARN final obtenido se eluyé con 40 uL de agua estéril libre de RNAsa y
DNAsa y fue almacenado a -80°C para posteriores usos.

Para la sintesis de ADNc se mezclaron 2ug del ARN extraido con 1 ug de random primer
(Macrogen, Sell, Corea), esta mezcla se calent6é a 70°C por 5 minutos y luego se enfrio
inmediatamente en hielo. A cada uno de los tubos que contenian la mezcla anterior se
anadid 5uL de M-MLV 5x Buffer, 1uL M-MLV-RT, 1,25uL de cada uno de los
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didexoxinucleottidos y 0,6uL de Recombinant RNAsin Inhibitor (Promega Corporation,
Madison, Wisconsin, EEUU) y se incub6 por 1 hora a 37°C.

Posteriormente se llevo a cabo la qPCR utilizando: 12,5uL de Mastermix Syber Green
(Qiagen, Hilden, Alemania), 2uL del ADNc obtenido en el paso previo y 1mM de
oligonucledtidos (Macrogen, Seul, Corea) a un volumen final de reaccién de 25uL. Las
condiciones de reaccion fueron: Desnaturalizacién inicial a 95°C por 30 segundos, 40
ciclos de desnaturalizacién a 95°C por 5 segundos, anillamiento a 57°C por 30 segundos
y desnaturalizacién a 72°C por 30 segundos. El termociclador utilizado fue el CFX96
(Biorad, California, EEUU). El gen de referencia utilizado para normalizar el experimento
fue el gyrA. Todos los ensayos de andlisis de expresion de la PVL fueron realizados por
triplicado.

Para calcular la expresion relativa normalizada del gen de la PVL (lukS/F-PV), fue
empleado el método de 222°T, Para su calculo se obtuvieron las diferencias promedios
de Ct del gen de interés y del gen de referencia en presencia de los diferentes medios
a evaluar: BHI y suero de carnero estéril, para cada aislamiento y en experimentos por

triplicado.
5.5. Andlisis y Gestion de Datos

Los datos de los aislamientos, obtenidos de las fichas epidemioldgicas, microbiolégicas
y moleculares fueron introducidos y almacenados en una planilla electréonica y los
célculos estadisticos fueron realizados empleando los softwares Microsoft Excel version
2013 y Epiinfo Version 3.5.1. Se empled estadistica descriptiva para referir las
caracteristicas de la poblacién, frecuencia de los genes y perfiles detectados. Las
variables dicotdmicas fueron expresadas en porcentajes. Los resultados se presentaron

en tablas y graficos.
5.6. Aspectos éticos

Este proyecto empled como muestras de estudio aquellas colectadas en el marco de
protocolos anteriores (ANEXO 1: P20/2011-CCE-IICS, ANEXO 2: P29/2011-CCE-IICS,
ANEXO 3: P15/2016-CCE-IICS), que contaban con la aprobacion del Comité Cientifico y
de Etica del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud, asi como también la
inclusion de nuevas muestras colectadas en el marco del proyecto de doctorado (ANEXO
4: P34/2018-CCE-IICS). En los mismos se estudi6 ADN bacteriano de aislados de S.
aureus obtenidos a partir de muestras biol6gicas procesadas en los laboratorios de
microbiologia de los hospitales participantes del estudio, en respuesta a un pedido
médico, por tanto el presente estudio no conllevé a la extraccion de muestras

adicionales al paciente, ni riesgo alguno para su salud. El resultado de antibiograma
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proporcionado por los laboratorios de microbiologia a cada paciente fue suficiente para
orientar el tratamiento de la infeccion que lo movi6é a la consulta. Los resultados del
estudio original y del presente trabajo no influyen en el tipo de tratamiento que recibi6 el
paciente en su momento, ya que los mismos fueron determinados empleando el criterio
médico basado en el antibiograma.

Se mantuvo la confidencialidad en el manejo de los datos de los aislados, dado que los
mismos fueron manejados de manera estricta con codigos para su identificaciéon. La
informacion obtenida se manejé exclusivamente con fines cientificos de caracter
epidemiolégico.

El protocolo del estudio actual cuenta con la aprobacion de todos los investigadores de
los protocolos anteriores, se han mantenido las autorias, asi como también se ha
sometido a consideracion del Comité de Admision y Seguimiento designado a la
estudiante de doctorado, el cual lo aprob6é en ACTA SIS 03/10/2017 (ANEXO 5), asi
también cuenta con la aprobacion de los Comités Cientifico y de Etica del Instituto de
Investigaciones en Ciencias de la Salud (ANEXO 6: P34/2018).
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6. Resultados
6.1. Caracteristicas clinicas y demogréficas

Este estudio transversal, multidisciplinario y multicéntrico representa el primer trabajo
en Paraguay donde se aborda la epidemiologia molecular de aislamientos SARM
causantes de infecciones invasivas en nifios paraguayos, colectados a lo largo de 10
afos de estudio (2009-2019).

En éste periodo de tiempo se colectaron en total 952 aislamientos de S. aureus
provenientes de infecciones de nifios de 0-16 afios, en los que se observo un total de
248/952 (26%) de resistencia a meticilina (SARM), de los cuales 85/952 (9%) cursaron
con infecciones invasivas, éstos ultimos fueron los incluidos en el presente proyecto
de tesis doctoral (N=100%).

Los 85 (100%) aislamientos SARM causantes de infecciones invasivas fueron
colectados de la siguiente forma en un total de cuatro periodos de tiempo: n=11 (2009-
2010), n=29 (2012-2013), n=38 (2017-2018) y n=7 (2019).

El 61% (n=52) de los aislamientos fueron colectados entre primavera y verano. El 61%
(n=52) de los aislamientos del estudio provenian de nifios y el 39% (n=33) de nifias. El

59% (n=50) de los mismos no superaba los 5 afios de edad (Figura 6).
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Figura 6. Distribucion de aislamientos segun edad del paciente (N=85)
Las manifestaciones invasivas que afectaron a los pacientes incluyeron: shock séptico
53% (n=45), infecciones musculoesqueléticas 20% (n=17), bacteriemias sin foco
aparente 17% (n=14), neumonia 8% (n=7), absceso cerebral 1% (n=1) e infeccién del

tracto urinario 1% (n=1). Se registro la muerte de uno de los pacientes que inicialmente
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presenté neumonia y culmindé en un cuadro de shock séptico. El tipo de material
biologico del cual se aislaron los SARM causante de infecciones invasivas se muestra
en la Figura 7.

El 51% (n=43) de los aislamientos SARM analizados fue proveido por el Hospital
General Pediatrico Nifios de Acosta N (MSPyBS), el 26% (n=22) por el Hospital Central
del Instituto de Prevision Social y los restantes 23% (n=20) por el Hospital de Clinicas y
el Nacional de ltaugua en proporciones exactamente iguales.
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Figura 7. Distribucion de aislamientos SARM invasivos segun material bioldgico
(N=85)

6.2. Perfil de Susceptibilidad a Antibidticos

Los porcentajes de resistencias globales que acompafaron a los betalactdmicos
incluyen a: Eritromicina (27%, n=23) y Clindamicina (25%, n=21), de los cudles el 43%
(n=9) presentd resistencia inducible, confirmada por D-test positivo. Se detectaron
ademas resistencias menores para Gentamicina (8%, n=7), Rifampicina (7%, n=6),
Ciprofloxacina (5%, n=4), Tetraciclina (4%, n=3) y Trimetroprim-sulfametoxazol (2%,
n=2). El 100% de los aislados SARM analizados result6 ser sensible a Vancomicina. En
los siguientes graficos se muestra el desglose del porcentaje de aislamientos SARM
resistentes a los distintos antibiéticos testados por centro asistencial (figura 8) y por

periodo de colecta (figura 9).
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Figura 9. SARM resistente a antibidticos (%) segun Periodo de Colecta (N=85)
6.3. Caracterizacion molecular

La identificacion molecular por deteccion del gen ADNr 16S vy la resistencia a meticilina
por deteccion del gen mecA, confirmé la identidad de los mismos como SARM,
establecida originalmente por métodos fenotipicos en los aislamientos en estudio
(100%),.
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6.3.1. Deteccién de factores de virulencia

El andlisis parcial de la secuenciacibn de genoma completo de los primeros 10
aislamientos permitié detectar por primera vez en aislamientos SARM de Paraguay
genes codificantes de factores de virulencia de otras enterotoxinas no incluidas
inicialmente en el estudio con alta frecuencia: G, I, M, N, O y U, pertenecientes al grupo
EGC, asi como uno portador de la toxina del sindrome del shock téxico, por lo que éstos
genes fueron agregados a los métodos de deteccién de factores de virulencia. Se
analizé en total la portacion de 17 genes codificantes de factores de virulencia en los 85
aislamientos en estudio por medio de reacciones de PCR simples y multiples (figuras de
electroforesis en ANEXO 6). En cuanto al perfil de virulencia, la enterotoxina O (85%,
n=72) resulté ser la mas frecuente, seguida de G (73%, n=62), M (69%, n=59), | (66%,
n=56), la leucocidina de Panton-Valentine (60%, n=51) y las enterotoxinas N y U con
frecuencias iguales a 59% (n=50) cada una. En porcentajes menores al 50% se
detectaron las hemolisinas alfa (39%, n=33) y beta (25%, n=21), seguidas de la toxina
del sindrome del shock toxico (18%, n=15), las enterotoxina A (9%, n=8) y C (2%, n=2)
y la toxina exfoliativa B (1%, n=1). No se detectaron genes codificantes de las
enterotoxinas B, D, H y la toxina exfoliativa A.

Se realiz6 una figura Heat map con la plataforma NG-CHM Builder de la Universidad de

Texas https://build.ngchm.net/NGCHM-web-builder/, para mostrar las agrupaciones

segun el perfil de genes codificantes de factores de virulencia por aislamientos SARM
(Figura 10). Se puede apreciar a los genes codificantes de las SE pertenecientes al

cluster EGC agrupadas por su elevada frecuencia y cercanas a la PVL.
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Figura 10. Heat map vy
dendrograma de factores de
virulencia de SARM invasivas
(N=85).
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6.3.2. Niveles de expresion génica de factores de virulencia

El andlisis de expresion de factores de virulencia incluy6 la determinacion de las fases
exponencial y estacionaria de la bacteria por curva de crecimiento bacteriano (Figura
11), mediante la cual se pudo determinar que los tiempos necesarios para alcanzar
dichas fases bacterianas son 3 (180 minutos) y 6 (360 minutos) horas respectivamente,
en experimentos realizados por triplicado.
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Figura 11. Curvas de Crecimiento Bacteriano de Clones Representativos
La densidad 6ptica (DO) del control negativo fue constante (0,321-0,395) durante todo
el experimento (480 minutos).
Una vez establecidos los tiempos necesarios para que los aislamientos alcancen las
fases exponencial y estacionaria, se procedié a realizar el experimento de induccién

para la medicion del nivel de expresion de la PVL por qPCR.
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En el experimento de induccién se incluyeron curvas de melting de los genes de la PVL
(lukF/S-PV) y el gen control interno (gyrA), lo que nos permitié evaluar la formacion de
un producto Unico, sin la presencia de dimeros de oligonucleétidos y/o bandas
secundarias para ambos genes en estudio (figuras 12 y 13, respectivamente).
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Figura 12. Curvay pico de melting del gen lukS/F-PV por qPCR Syber Green
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Figura 13. Curvay pico de melting del gen gyrA por gPCR Syber Green

Los valores promedios de Ct (ciclo umbral de la gPCR o cycle threshold en inglés) y
desvio estandar (DS), calculados en base a experimentos de amplificacion del gen de
interés (lUKF/S-PV), por triplicado se observan en la tabla 6.

Tabla 6. Valores promedios de Ct y Desviacion Estandar de la amplificacién del
gen lukF/S-PV

Aislamiento Medio Tiempo Ct* DS**
GIP 64 BHI 3h 17,5 0,8
GIP 64 Suero Carnero 3h 26,3 2,5
GIP 64 BHI 6 h 17,2 0,8
GIP 64 Suero Carnero 6 h 20,9 0,4
SCM 77 BHI 3h 19,1 0,2
SCM 77 Suero Carnero 3h 25,5 0,7
SCM 77 BHI 6 h 17,8 0,2
SCM 77 Suero Carnero 6 h 27,7 2,8
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Los valores promedios de Ct y desvio estandar (DS), calculados en base a experimentos

de amplificacion del gen control interno (gyrA), por triplicado se observan en la tabla 7.

Los diferentes valores de Ct obtenidos a partir de la amplificacion del gen control interno

gyrA bajo diferentes condiciones de trabajo, indican que éste no se comporta como un

gen de referencia adecuado.
Tabla 7. Valores promedios de Ct y Desviacion Estandar de la amplificacion del

gen gyrA
Aislamiento Medio Tiempo Ct* DS**
GIP 64 BHI 3h 17,8 0,6
GIP 64 Suero Carnero 3h 26,4 2,0
GIP 64 BHI 6h 18,4 0,8
GIP 64 Suero Carnero 6h 23,4 1,1
SCM 77 BHI 3h 18,3 0,3
SCM 77 Suero Carnero 3h 26,1 0,1
SCM 77 BHI 6h 17,3 0,5
SCM 77 Suero Carnero 6 h 27,0 3,2

En la figura 14 se observa el nivel de expresion del gen lukF/S-PV (PVL) en los

diferentes aislamientos (GIP 64 y SCM77), medios (BHI y sangre de carnero estéril) y
tiempos estudiados (t1=3h y t2=6h)
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Figura 14. Expresion del gen IukF/S-PV en los diferentes aislamientos (GIP 64 y
SCM77) y tiempos estudiados (t1=3h y t2=6h).
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6.3.3. Identificacion de clones SARM (N=85)

El 99% (84/85) de los aislamientos analizados resulté ser portador del cassette 1V, uno
de ellos porté el cassette de tipo |.

Los diferentes spatipos identificados (n=17) responden a diferentes patrones de
repeticion, que se muestran en la tabla 8 para cada uno de ellos. El conocimiento del
patron de repeticiones permite determinar aquellos aislamientos estrechamente
relacionados entre si, ya sea por insercion o delecion de repeticiones. Como por
ejemplo, el spatipo t975 (n=1) que perdié la dltima repeticién (24), respecto a su
estrechamente relacionado y mas frecuente t019 (n=53). Asi, como el t311 y el t002 que
sélo se diferencian por la insercion de una repeticion (r17) en la quinta posicién en éste
altimo.

El andlisis de la secuenciacion de los genes arcc, aroe, glpf, gmk, pta, tpi e yquil, arrojé
diferentes perfiles alélicos que se corresponden con diferentes secuenciotipos (n=9) y
complejos clonales (n=4) identificados en la tabla 9 segun su frecuencia.

Asi también se realiz6 una figura empleando el software Phyloviz, para demostrar la
cercania existente entre los diferentes linajes SARM identificados, segun secuenciotipo
y spatipo (Figura 15).

Tabla 8. Frecuencia de Spatipos y sus repeticiones (N=85)

Spatipo Frecuencia Repeticiones
t019 53 08-16-02-16-02-25-17-24
t311 8 26-23-17-34-20-17-12-17-16
t002 7 26-23-17-34-17-20-17-12-17-16
t084 2 07-23-12-34-34-12-12-23-02-12-23
t7078 2 26-17-34-17-20-17-12-17-23
t008 2 11-19-12-21-17-34-24-34-22-25
t975 1 08-16-02-16-02-25-17
t012 1 15-12-16-02-16-02-25-17-24-24
t021 1 15-12-16-02-16-02-25-17-24
t024 1 11-12-21-17-34-24-34-22-25
t148 1 07-23-12-21-12-17-20-17-12-12-17
t149 1 26-30-17-13-17-20-17-12-17-12-17-16
t400 1 11-19-12-21-17-34-34-22-25
t1062 1 26-23-17-34-17-02-17-12-17-16
t1791 1 26-23-17-34-17-20-17-20-17-12-17-16
t11770 1 11-581-12-21-17-34-24-34-22-25
t5300 1 26-23-17-34-17-20-17-12-17-23

Empleando la técnica MLVA se identificaron 10 perfiles MLVA diferentes, siendo el perfil
M1 el mas frecuente (62%, 53/85).
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Tabla 9. Secuenciotipos identificados y sus perfiles alélicos (N=85)

Complejo Secuenciotipo
Clonal (ST) Frecuencia Perfil Alélico
(CC)

Gm . .
arcc aroe glpf K pta tpi Yqil

30 30 56 2 2 2 2 6 3 2

5 5 18 1 4 1 4 12 1 10

5 100 2 1 65 1 4 12 1 10

5 4331 1 510 4 1 4 12 1 10

8 8 4 3 3 1 1 4 4 3

8 72 1 1 4 1 8 4 4 3

8 4335 1 3 3 1 1 4 497 3
15 1160 1 13 13 1 1 12 11 127
15 5585 1 13 13 1 444 12 11 13

Spatipo
TOTAL Catagaries
17

Figura 15. Clones SARM identificados (N=85). Los nueve circulos (nodos) que
componen la figura estan representando cada uno de los diferentes secuenciotipos y
complejos clonales identificados en los aislamientos, dentro de cada circulo
(secuenciotipo) se pueden obervar diferentes spatipos (barras de diferentes colores) en
tamafos correspondientes (en escala logaritmica 3:1) a su frecuencia de aparicion. Los
circulos estan unidos por lineas que representan la distancia relativa (en nros. rojos)
gue existe entre cada secuenciotipo segun su perfil alélico. El grafico de barras en la
esquina inferior derecha esta indicando los 17 spatipos diferentes identificados, por

color, segun su frecuencia de aparicion. https://online.phyloviz.net/index
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La distribucion de los principales clones SARM causantes de infecciones invasivas

segun periodo de colecta se puede visualizar en la figura 16.

N=430
21% (n=6) CC5-STSV
3% (n=1) CC5-ST100-1V
3% (n=1) CC5-ST5-I

7% (n=2) CC8-ST8-IV

117 (27%) SARM - 29 SARM invasivas

62% (n=18) CC30-ST30-IV

N=30
15 (50%) SARM - 7 SARM invasivas
29% (n=2) CC5-ST5-IV
13% (n=1) CC3-ST4331-IV
29% (n=2) CC30-ST30-1V
29% (n=2) CC8-ST8-IV

3% (n=1) CC15-ST1160-IV

31 (16%) SARM - 11 SARM invasivas
54% (n=6) CC5-ST5-IV
9% (n=1) CC5-ST100-IV
27% (n=3) CC30-ST30-IV
9% (n=1) CC8-ST72-IlV
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85 (28%) SARM - 38 SARM invasivas
8% (n=3) CC5-ST5-IV
87% (n=33) CC30-ST30-IV
3% (n=1) CC8-5T4335-IV
3% (n=1) CC15-ST5585-IV

Figura 16: Distribucion de los principales clones SARM causantes de infecciones
invasivas en nifios paraguayos, segun periodo de colecta.

Los resultados obtenidos del estudio de la variabilidad genética de los aislamientos
SARM causantes de infecciones invasivas, empleando métodos moleculares
combinados como cassette SCC-mec, Spa typing, MLST, determinacion de complejo
clonal (CC) segun el secuenciotipo obtenido y MLVA, se muestran en la tabla 10.

A nivel general, los clones SARM detectados como mayoritarios son el CC30-ST30-IV
66% (56/85) y el CC5-ST5-IV 20% (17/85). El 62% (53/85) de los aislamientos
analizados corresponden al linaje CC30-ST30-t019-1V, identificados ademas por la
técnica MLVA como perteneciente a un unico perfil nombrado como M1, por ser el perfil
mayoritario. Se identificaron ademas otras variantes minoritarias (4%, 3/85) y
estrechamente relacionadas al linaje principal, que difieren del mismo por sus spatipos
(£12% discrepancia), asi como por su perfil MLVA, distintos pero similares al M1.

El linaje estafilocdccico CC5-ST5-t311-1V, perteneciente al perfii MLVA M5, fue
identificado en el 9% (8/85) de los aislamientos, seguido por sus variantes CC5-ST5-
t002-1V-M6 (6%, 5/85) y CC5-ST100-t002-1V-M7 (2%, 2/85), todas estrechamente
relacionadas al linaje principal, con minimas diferencias en los spatipos t311 y t002, que
se diferencian en 1 (1/9) sola repeticién y entre los secuenciotipos ST5 y ST100 en 1
(1/7) sélo alelo. Asi también se identificaron 6 (7%, 6/85) aislamientos estrechamente
relacionados a éstos Ultimos que presentan minimas diferencias por sus spatipos y

secuenciotipos.
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Se identificaron ademas 2 (2%, 2/85) linajes CC15-t084-IV-M8, cuyos secuenciotipos
discrepan entre si en el 29% (2/7) de los alelos analizados por la técnica MLST (ST1160
y ST5585).

Tabla 10. Identificacion de clones SARM empleando métodos moleculares
combinados (N=85)

a,\ilgfa{ddoi Perfil cazg);te Spatipo Secuenciotipo Complejo
MLVA ST Clonal (CC

(%) SCC-mec ST) (€C)
53 (62) M1 t019

1(1) M2 t975

1(1) M3 t021 30 30
1(1) M4 " t012

8 (9) M5 t311

5 (6) t002

1(1) t7078

1(1) M6 t1791 5

1(1) | 149 5
1(1) t1062

1(1) t5300

2(2) M7 t002 100

1(1) t7078 4331

1(1) 1160

1) M8 v t084 c5a5 15
1(1) t008 4335

1(1) M9 t11770

1(1) t008

1(1) t024 8 8
1(1) M10 t400

1(1) 1148 72

Por ultimo, pero no menos importante, se identificaron 4 (5%, 4/85) aislamientos
pertenecientes al linaje CC8-ST8-IV y otros 2 (2%) aislamientos estrechamente
relacionados al mismo, pertenecientes al mismo CC, pero que varian en secuenciotipo.
El dendrograma obtenido utilizando todas las variables del estudio genético como: tipo
de cassette, repeticiones que conforman el spatipo, complejo clonal, perfiles alélicos del
MLST y MLVA, se muestra en la Figura 17.
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Figura 17. Dendrograma obtenido mediante los resultados de cassette SCCmec,
Spatipo, complejo clonal, secuenciotipo y perfiles MLVA (N=85). En circulo azul, los
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aislamientos pertenecientes al linaje CC30-ST30-IV (n=56), que engloba a los perfiles
M1-M4: en naranja todos los aislamientos pertenecientes al clon CC5-ST5-t311-1V-M5
(n=8). En amarillo los aislamientos pertenecientes al linaje clonal CC5-ST5 (n=8), perfil
M6; en verde los aislamientos pertenecientes al CC5-M7 (n=5), con diferentes
secuenciotipos y spatipos. En gris los aislamientos pertenecientes al CC15-IV-M8 (n=2)
y en rojo los pertenecientes al CC8-1V, perfiles M9-M10 (n=6).

6.3.4. Electroforesis en Gel de Campo Pulsado

Treinta y tres aislamientos fueron seleccionados para ser analizados por PFGE,
representativos de los principales linajes identificados en el estudio (CC-ST-spatipo-IV-
MLVA), se identificaron siete pulsotipos distintos y los resultados obtenidos en detalle
se muestran en la tabla 11, ordenados por pulsotipo.

Los aislamientos identificados como CC30-ST30-t019-M1 62% (53/85), mayoritarios en
éste estudio, fueron identificados como PA (CC30-ST30, 27%, 9/33) y sus subtipos. En
segundo lugar, el PB (CC5-ST5, 18%, 6/33) y subtipos, que presentaron mayor
variabilidad que el PA.

En el Anexo 6 se muestra uno de los geles de agarosa obtenido del analisis de los
aislamientos SARM en estudio por la técnica PFGE.

Tabla 11. Resultados PFGE (n=33)

Nro. Aislados

CC ST Spatipo Cassette MLVA Pulsotipo

(%)

9 (27) 30 30 t019 WV, 1 A
1(3) 30 30 t019 Y, 1 Al
1(3) 30 30 t019 Y, 1 A2
1(3) 30 30 t019 Y, 1 A3
1(3) 30 30 t021 Y, 1 A4
6 (18) 5 5 t311 Y, 2 B
1(3) 5 5 t311 Y 2 B1
1(3) 5 5 t002 Y 3 B1
1(3) 5 5 t002 IV 3 B2
1(3) 5 5 t002 Y 3 B3
1(3) 5 5 t1791 Y 2 B3
1(3) 5 5 t7078 Y 2 B4
1(3) 5 5 t149 | 2 B5
1(3) 5 100 t002 IV 3 B6
1(3) 8 8 t008 IV 4 C
1(3) 8 8 t11770 IV 4 c1
1(3) 8 8 1024 IV 5 D
1(3) 8 8 t400 IV 5 E
1(3) 8 72 t148 IV 6 F
1(3) 15 1160 t084 IV 8 G
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6.3.5. Andlisis de genoma completo (WGS) por la técnica NGS (Next

Generation Sequencing).

Se realizé la secuenciacion del genoma completo de 10 aislamientos SARM
representativos de los principales de perfiles fenotipicos y genotipicos, seleccionados
en base a resultados preliminares de cassette SCCmec, Spa typing, MLVA, MLST y
PFGE, colectados en los primeros afios del estudio (2009-2013) (Tabla 12).
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Tabla 12. Caracteristicas clinicas, fenotipicas y moleculares de SARM seleccionados para analisis de genoma completo (n=10)

Sexo
ID Fecha Muestra bioldgica Enfermedad Eo-lad biolégico cC ST Spatipo MLVA PVL
Colecta Paciente paciente _
paciente
SGP_11 2009, Dic Sangre Neumonia 14 afos F 30 30 t019 1 +
SIP_29 2010, Ene Sangre Osteomielitis 2 meses F 30 30 t019 1 +
SGP_29 2010, Feb Sangre Sepsis 1 afo M 5 5 t311 2 +
SGP_63 2011, Nov Sangre Sepsis 10 afios M 8 8 t11770 4 +
SGP_102 2012, Ene Sangre Sepsis 11 afios M 30 30 t019 1 +
SCM_71 2012, Feb  Secrecion Purulenta Sepsis 12 dias F 5 100 t002 3 -
SCM_77 2012, Abr  Secrecion Purulenta Sepsis 9 afios F 5 5 1311 2 +
SHN_80 2012, Nov Sangre Sepsis 9 dias M 30 30 t021 1 -
GIP_4 2013, Ago Sangre Osteomielitis 15 afios M 8 8 t400 5 +
GIP_64 2013, Dic Sangre Neumonia 5 afios M 30 30 t019 1 +

Abreviaturas: ID: Identificacién, ST: Secuenciotipo, CC: Complejo clonal, ST: Secuenciotipo, MLVA: Perfil MLVA, PVL: leucocidina de Panton-

Valentine, Ene: Enero, Feb: Febrero, Abr: Abril, Ago: Agosto, Nov: Noviembre, Dic: Diciembre, F: Femenino, M: Masculino.
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Los parametros de calidad de las lecturas (R1 y R2) obtenidos, se detallan en la tabla
13. Para el calculo de la cobertura aproximada de las lecturas se tuvo en cuenta el
tamafio del genoma de SARM= 2.827.644 pb y la siguiente formula:

%Cobertura aproximada= Longitud méx. de las reads x Promedio del nro. de reads
Tamafio del Genoma de S. aureus

En ninguna de las lecturas obtenidas se detectaron adaptadores de secuenciacion,
considerado éste resultado como un buen parametro de calidad.

Evaluando los parametros obtenidos y teniendo en cuenta el valor de %GC de SARM=
32,8%, analizamos el grado de calidad de las lecturas para ser utilizadas en analisis
subsiguientes, por lo que clasificamos a las mismas por colores: verde (excelente
calidad), amarillo (buena calidad) y rojo (calidad no aceptable) (Tabla 13).

Tabla 13. Parametros de calidad y clasificacién taxondmica (n=10)

_ % Reads
) i Nro. de Longitud Cobertura % Reads No
Aislamiento %GC* ) S. o
reads? reads® aproximada® clasificada’
aureus®
SGP_11 1.439.061 2-301 35,0 306 88,80 0,04
SGP_29 966.485 2-301 35,5 206 97,08 0,14
SGP_63 1.416.626 2-301 41,0 302 88,09 2,42
SGP_102 1.160.358 2-301 41,5 247 73,63 4,85
SIP_29 1.570.614 2-301 36,0 329 88,84 0,04
GIP_4 1.234.194 2-301 38,5 263 90,26 4,92
GIP_64 1.520.864 2-301 33,0 324 88,12 0,03
SCM_71 1.167.072 2-301 48,0 248 50,35 20,41
SCM_77 1.518.022 2-301 35,0 323 98,59 0,01
SHN_80 1.559.248 2-301 36,0 332 90,53 0,02

aValor obtenido del andlisis con el programa FastQC: promedio del nro. de reads

obtenidos para cada lectura de una misma muestra.

bValores obtenidos del andlisis con el programa FastQC.

“Valor obtenido del andlisis con el programa FastQC: promedio del porcentaje de GC

calculado para cada lectura de una misma muestra.

dvalor calculado empleando la siguiente formula:

%Cobertura aproximada= Longitud maximo de las reads x Promedio del nro. de reads
Tamafio del Genomade S. aureus

€Valor obtenido del andlisis con el programa Kraken, indica el % de las lecturas cuya

clasificaciéon corresponde a la especie en estudio.

Valor obtenido del analisis con el programa Kraken, indica el % de las lecturas que no

fue clasificada bajo ninguna especie.

Posteriormente se llevé a cabo el ensamble de novo, Util para detectar nuevas variantes

estructurales en el genoma bacteriano y andlisis de calidad de los ensambles, cuyos
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resultados se resumen en la tabla 14, incluyendo métricas de ensamblaje y parametros
de calidad como el tamafio total del genoma, Nro. de contigs totales, tamafio del contig
mas grande, L50, N50 y %GC, los detalles se muestran en el ANEXO 7.

Todos los ensambles estan disponibles en: NCBI Sequence Read Archive (BioProject
accession number PRINA830493).

Tabla 14. Parametros de calidad del ensamble?® (n=10)

Tamario del .

_ _ Nro. de _ ] Tamaio del

Aislamiento ., contig mas N50¢  L50° . %GC
Contigs genoma
largo®

SGP_11 72 354.810 81.371 10 2.719.656 32,83
SGP_29 40 984.945 306.045 3 2.801.912 32,67
SGP_63 2208 107.481 11.886 410 17.822.726 55,65
SGP_102 48 362.040 224.570 5 2.858.763 33,32
SIP_29 65 284.909 79.441 11 2.666.158 32,84
GIP_4 59 226.512 93.386 11 2.897.788 33,35
GIP_64 52 390.906 137.306 6 2.767.805 32,68
SCM_71 671 712.921 88.914 42 14.881.909 50,16
SCM_77 51 325.044 263.702 5 2.771.113 32,74
SHN_80 79 165.559 70.837 13 2.752.704 32,78

a8Valores obtenidos del analisis del ensamble del genoma con Unicycler y posterior
control de calidad del ensamble con Quast Genome Assembly Quality. El total de valores
de control de calidad y graficos obtenidos con la herramienta Quast Genome Assembly
Quiality a partir de los ensambles fueron incluidos en el Anexo 7.

®NUmero total de contigs en el ensamble.

‘Longitud en pares de bases del contig mas largo.

dLongitud del contig mas corto con el que se alcanza a cubrir el 50% del genoma.

¢ Namero de contigs con los que se llega al N50.

'Valores acordes a la especie secuenciada.

Posterior al control de calidad del ensamble, se procedié a realizar la anotacion con
Prokka v1.14.6, a partir del cual se tuvieron 12 archivos por cada genoma, cuyos
resultados se resumen en la tabla 15.

Todos los aislamientos fueron identificados como Staphylococcus aureus, ademas los
secuenciotipos y spatipos detectados por analisis del genoma completo fueron 100%
concordantes con los resultados obtenidos por PCR detallados anteriormente en la tabla
12.

Todos los SARM (100%, 10/10) sometidos al estudio del genoma completo fueron
fenotipicamente resistentes a penicilina y sensibles a vancomicina, gentamicina,
ciprofloxacina, trimetoprima-sulfametoxazol, y portadores del gen mecA en el cassette

SSCmec de tipo IV. El perfil de susceptibilidad y resistencia a todos los antibiéticos
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detectados se muestra en la tabla 16. Para todos los genes de resistencia, los
porcentajes de identidad se encontraban entre el 97,1-100,0% y la cobertura entre 87,2-
100,0%. La busqueda de genes de resistencia a glucopéptipos incluy6 la deteccion del
gen vanA, por lo que la deteccién del genotipo VRSA estaba incluido en el estudio, no
asi la posibilidad de un probable genotipo VISA.

Tabla 15. Resumen anotacién gendémica con software Prokka (n=10)

Aislamiento Contigs Bases CDS Genes rRNA tRNA tmRNA rzsglfiodna
SGP_11 79 2.722.060 2508 2.568 4 55 1 -
SGP_29 43 2.802.959 2612 2.664 4 47 1 -
SGP_63 2218 17.826.805 16.967 17.200 20 209 4 3

SGP_102 53 2.860.791 2.632 2.709 11 65 1 -
SIP_29 69 2.667.627 2.454 2.514 4 55 1 -
GIP_4 60 2.898.251 2.680 2.747 7 59 1 2
GIP_64 61 2.770.881 2.578 2.637 4 54 1 -
SCM_71 691 14.889.551 13.940 14.212 20 249 3 2
SCM_77 52 2.771.573 2.584 2.638 5 48 1 -
SHN_80 85 2.754.645 2.580 2.639 4 54 1 -

Para la deteccion de los genes codificantes de factores de virulencia se recurri6 al
andlisis de los ensambles gendmicos, utilizando la plataforma Center for Genomic
Epidemiology con el software Virulence finder v2.0.3 con diferentes bases de datos
(ANEXOS 8 y 9) en complementacidén con un segundo analisis de portacion de genes
codificantes de factores de virulencia con ABRIcate v1.0.1 y la base de datos Virulence
Factors Database (ANEXO 10).
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Tabla 16. Genotipo y fenotipo de susceptibilidad a antimicrobianos identificados en el anélisis genémico de SARM (n=10)

Resistomay Perfil de Susceptibilidad a Antimicrobianos (Representacion de los datos Genotipicos/Fenotipicos)*

D FOXI/B- Macradlidos Fenotipo
CC-ST-Spatipo Lactamic PEN VAN? GEN genes/ERY, Resistencia TET CLO FOS RIF
os? CLY Macrélidos
SGP_11
CC30-ST30- mecA/R blaz/R -IS -IS ermC/R, R iMLS tet (38)/S cat(pC221)/ND fos-B-Saur/ND -IS
t019
SIP_29
CC30-ST30- mecA/R blaz/R -IS -IS -IS, S - tet (38)/S cat(pC221)/ND fos-B-Saur/ND -IS
t019
SGP_29 mecAR  blaZ/R IS IS ermC/R, R iMLS tet38)/S  cat(pC221)/ND  fos-B-SaurND  -IS
CC5-ST5-1311 ’
SGP_63
CC8-ST8- mecA/R blaz/R -IS -IS -IS, S - tet (38)/R -/IND fos-B-Saur/ND -IS
t11770
SGP_102
CC30-ST30- mecA/R blaz/R -IS -IS -IS, S - tet (38)/S -/IND fos-B-Saur/ND -IS
t019
SCM_71
CC5-ST100- mecA/R blaz/R -/S -IS -IS, S - tet (38)/S -IND fos-B-Saur/ND rphC/R
t002
SCM 77 mecAlR  blaz/R s s /s,S . tet (38)/S -IND fos-B-SaurND /S
CC5-ST5-t311 ’
SHN_80
CC30-ST30- mecA/R* blaz/R -IS ant(9)-la/S ermA/R, R iIMLS tet (38)/R -IND fos-B-Saur/ND -IS
t021
copa=t o mecAlR  blaZiR 1S IS 1S,S . tet(38)S  cat(pC221)ND  fos-B-SaurND /S
GIP_64
CC30-ST30- mecA/R blaz/R -IS -IS -IS, S - tet (38)/S -IND fos-B-Saur/ND -/S
t019

*Base de Datos: Resfinder + National Center for Biotechnology Information (NCBI). Abreviaturas: (-): gen ausente, S: susceptible fenotipicamente, R: resistente
fenotipicamente, ND: No Detectado, ID: Identificacion, ST: Sequenciotipo, FOX: Cefoxitina, PEN: Penicilina, VAN: Vancomicina, GEN: Gentamicina, ERY:
Eritromicina, CLY: Clindamicina, TET: Tetraciclina, CLO: Cloranfenicol, FOS: Fosfomicina, RIF: Rifampicina. !B-Lactamicos testados fenotipicamente: cefoxitina
y oxacilina. ?Susceptible a Vancomicina determinado por E-test.
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El resumen de la portacion de genes codificantes de los 87 factores de virulencia
analizados para cada uno de los 10 genomas de SARM en estudio se resume en la
figura 18, obtenido mediante el empleo de la plataforma NG-CHM Builder: Cluster
Matrix, de la Universidad de Texas https://build.ngchm.net/NGCHM-web-builder/.

La portacion de los genes codificantes de factores de virulencia fue diversa y se
correlacion6 con las caracteristicas de cada linaje (Tabla 17). Todos los aislamientos
(100%, 10/10) resultaron ser portadores de aureolisina (aur), componentes A, By C de
la hemolisina gamma (hlg), componentes A, B, C, D, E, F y G de la proteina determinante
de superficie regulada por hierro (isd), hemolisina alfa (hly/hla), precursor de
estafiloquinasa (sak), elastina de la superficie celular (ebp) y el factor de aglomeracion
A de la proteina fijadora de fibrinégeno (clfA). Ademas, también portaron los genes
codificantes de la proteina de union IgA e IgG (spa), inhibidor del complemento SCIN
(scn), ester de glicerol hidrolasa (geh), el sistema de secrecion de proteinas y sus
componentes (es) EsxA, EsaA/B y EssA/B, el polisacarido capsular tipo 8 (cap8) y sus
componentes L/M/N/O/P, con funciones antifagociticas. La proteasa de serina (SspA),
estafopaina, proteinasa de cisteina (sspB), estafopaina B (sspC) y la sortasa B
especifica de NPQTN (srtB), también se detectaron en todos los aislamientos. La
portacion diferencial de los demas genes de virulencia detectados por el andlisis del
genoma completo se muestra en la tabla 17 para una mejor comprension y clasificacion
de los mismos segun su funcionalidad.

Ninguno de los aislados estudiados portaba enterotoxinas (se) B, C, D, H, L y toxinas
exfoliativas (et) A/B.

La detecciéon de replicones plasmidicos se realizé con ABRIcate v1.0.1 empleando la
base de datos PlasmidFinder (Tabla 18), con cobertura de entre 89,16-100,00% e
identidad de entre 90,91-100,00%.
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Figura 18. Heat map y dendrograma de factores de virulencia a partir del ensamble de novo del genoma completo de SARM invasivas
(n=10). Los cuadros azules indican presencia y los blancos ausencia de cada uno de los 87 genes codificantes de factores de virulencia
analizados. La aplicacion permitié agrupar jerarquicamente a los aislamientos en base a su perfil de factores de virulencia empleando distancia
métrica euclidiana con aglomeracion de enlace completo tanto en filas como en columnas, proporcionando asi dos dendrogramas.

El dendrograma vertical (izquierda) presenta numerosas agrupaciones de los factores de virulencia segun su frecuencia de aparicién en los
aislamientos, los mas frecuentes: en el centro y los poco frecuentes en los extremos inferior y superior. El dendrograma horizontal (inferior)
agrupa a los aislamientos en base a su perfil de virulencia, dentro del mismo cluster se encuentran en un recuadro azul SIP_29, GIP_64, SGP_11
y SGP_102, todos CC30-ST30-t019-1IV y un poco mas alejado al SHN_80 CC30-ST30-t021-1V. En otra agrupacion se puede divisar en un
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recuardo naranja como idénticos a SCM_77, SGP_29 (ambos CC5-ST5-t311-1V)y SCM_71 (CC5-ST100-t002-1V), luego SGP_63 (CC8-ST8-
t11770-1V) y GIP_4 (CC8-ST8-t400-1V).

Tabla 17

. Viruloma de los aislados SARM secuenciados (n=10)

Tipo .
Proteina/Fun Antifagocitica Exotoxma;(fjcr)g?adoras de Adherencia Exoenzimas Toxinas Evasinas
cion
ID : . Sistema de Sintgsas de Inhibidores Ir_1hibido_r d_e Formadores .
cc.sT- Polisacarido secrecién de mediadores de diferenciacio Leucodina Hemolisinas de Proteinas de Factores de Degradacion Superantigen Proteasas de
Spatipo capsular proteinas antifagocitico quimiotaxis n c_ie'cel_ulas Biopeliculas superficie coagulacion TAGs os Serina
s epidérmicas
SGP_11 icaA, icaB, sdrC, sdrE,
ccaoSTao-  SABABICDY ; adsA chp ; uki-py. luks- hib, hid icaC, icaD, cna, clf8, vWbp Lip seg, sem, sen. splE
t019 p icaR fnbA, map ’
SIP_29 icaA, icaB
STa0. cap8A/B/C/D/ : R R lukf-pv, luks- ) oAy sdrC, sdrE, ;
CC30-ST30 EIFIGIIK adsA pv icaC, icaD, cna, fbA, map clfB, vWbp Lip seg, sem, seo splE
t019 icaR
icaA, icaB, sdrC, sdrD, sea, seg, sei,
CCE-GSF‘I’%%(QSM Capi%%cml esags,fgsc, adsA Chp edinA Iukf-pv\,lluks- htl]?’/mg' icaC, icaD, SArE, fnbA, clfB Lip sem, sen, seo, splA, splB
p Y icaR fnbB, map seu
SGP_63 . . sdrC, sdrD,
cce-STe- CapSE%%C’ D/ esaC, essC, adsA chp : '”kf'p"\'/'“ks' hib, hid ica icab, SAIE, fbA, cifg Lip sek, seq Sp";' pr'B'
111770 P : fnbB P
SGP_102 icaA, icaB "
I . cap8A/B/C/D/ : R lukf-pv, luks- hlb, hid, . T ' sdrC, sdrD, . seg, sei, sem,
CC30-5T30 E/FIGIHNIIK adsA Chp pv hly/hla icaC, icab, sdrE, map clfB, vWhp Lip sen, seo, seu spiE
t019 icaR
SCM_71 icaA, icaB, sdrC, sdrD, .
CC5-ST100- cap8A/B/C/D/ esaC, essC, adsA - - lukf-pv hib, hid, icaC, icaD, sdrE, fnbA, clfB Lip seg, sel, sen, splA, splB
E/FIG esxB hly/hla Ny seo, seu
t002 icaR fnbB
icaA, icaB sdrC, sdrD sea, seg, sei
SCM_77 cap8A/B/C/D/ esaC, essC, " lukf-pv, luks- hlb, hid, . T ' ! ’ . ’ D
CC5-STE311 EIFIG esxB adsA Chp edinA pv hiy/hla |ca§, icaD, sdrE, fnbA, clfB Lip sem, sen, seo, splA, splB
icaR fnbB, map seu
SHN_80 hib. hid icaA, icaB, sea, seg, sei,
CC30-ST30- cap8llJ/IK - adsA Chp - - hi Ylhlay icaC, icaD, sdrE clfB, vWbp lip, sem, sen, seo, splE
1021 Y icaR seu, tsst-1
GIP_4 cap8A/B/C/D/ esaC, essC, _ _ lukf-pv, luks- R sdrC, fnbA, R splA, spIB,
CC8-ST8-t400 FIG esxB Chp pv hib, hid fnbB, map coa, vWbp seg, sek, seq splE
GIP_64 icaA, icaB "
= . cap8A/B/C/D/ R lukf-pv, luks- hib, hid, . T ! . seg, sei, sem,
Ce30-S %0 E/FIGIHIIIIK adsA Chp pv hiy/hla fead, icaD, fnbA vWbp Lip sen, seo, seu SPIE

Abreviaturas: (-): ausencia del gen, ID: Identificacion, CC:

Complejo clonal, ST

: Secuenciotipo
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Tabla 18. Detecciéon de Replicones Plasmidicos: Abricate + PlasmidFinder (n=10)

Aislamiento/s Gen Producto*
SGP_11, SGP_102, SIP_29, GIP_64 repl9 15 repA(TCH60plasmid) repl9 15 repA(TCH60plasmid) _CP002111
SGP_11, SGP_102, SIP_29, GIP_64 repl6_6_SAPO71A015(SAPO71A) repl6_6_SAPO71A015(SAP071A)_GQ900485
SGP_11, SGP_63, GIP_4 rep21_9_rep(pKH12) rep21_9_rep(pKH12)_EU168704
SGP_11, SGP_102, SIP_29, GIP_4 rep7a_5_repD(pTZ4) rep7a_5_repD(pTZ4)_NC010111
SGP_11 rep10_3_pNE131p1(pNE131) rep10_3_pNE131p1(pNE131)_NC001390
SGP_29, SCM_77 rep20_1_ORF1(EDINA) rep20_1_ORF1(EDINA)_AP003089
SGP_29, SCM_77 repl6_2_CDS6(pSJH101) repl6_2_CDS6(pSJH101)_CP000737
SGP_29 repl9 16 rep(pSK156) repl9 16 rep(pSK156) GQ900448
SGP_29 rep7a_7_rep(pKH7) rep7a_7_rep(pKH7)_NC002096
SGP_63 rep7a_16_repC(Cassette) rep7a_16_repC(Cassette) AB037671
SGP_63, GIP_4 rep7c_1_rep(MSSA476) rep7c_1_rep(MSSA476)_BX571857
SCM_71, GIP_4 rep20_3_rep(pTW20) rep20_3_rep(pTW20)_FN433597
SCM_71 repUS21 1 rep(pWBG764) repUS21 1 rep(pWBG764) _GQ900468
SCM_77 rep5c_1_rep(pRJ9) rep5c_1_rep(pRJ9)_AF447813
SCM_77 repl9 5 rep(pWBG747) repl9 5 rep(pWBG747)_GQ900399
SCM_77 repl13_14 rep(pPI2) repl13_14 rep(pPI2)_AB125342
SHN_80 No detectado No detectado

El andlisis filogenético se realizé a partir del genoma bacteriano ensamblado a fin de
establecer el genoma central de los aislados clinicos analizados, utilizando como
controles MRSA 252 (NC_002952.2), TCH60 (NC_017342.1), NCTC8325
(NC_007795.1), N315 (NC_002745.2) y USA300 (NZ_CP092052.1). El resumen
estadistico de los analisis se muestra en la Tabla 19, obtenidos con un minimo del 95%
de identidad.

Tabla 19. Resumen estadistico analisis Roary v3.13.0 (n=10)

Genes Nucleo (99% <= strains <= 1879 (08.85%)
100%)

Genes Nucleo blando (95% <= strains < 99%) 0 (00.00%)

Genes Accesorios (15% <= strains < 95%) 9622 (45.35%)

Genes Nube (0% <= strains < 15%) 9718 (45.80%)

Total genes (0% <= strains <= 100%) 21219 (100.00%)

A partir del alineamiento de los genes core producido por Roary v3.13.0 se realizé un
alineamiento soélo de los sitios que contenian variaciones (SNPs) con el programa SNP
sites v2.5.1 , para luego construir un arbol filogenético de Newick que muestre las

relaciones entre cada cepa (Figura 19).
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El arbol filogenético construido a partir de las variantes de un solo nucleétido (SNV) del genoma completo (Figura 19) agrup6 a los aislados en
tres clados distintos: CC30-ST30 (SGP_11, SIP_29, SGP_102, GIP_64 y SHN_80, en azul), CC5-ST5/ST100 (SGP_29, SCM_71y SCM_77, en
naranja) y CC8-ST8 (SGP_63 y GIP_4, en rojo).

CC30

N315_off_

SCMT1_g¥

SCMTT_g

N\ SR g

CC8

0.005

Figura 19. Arbol filogenético tipo Newick. Enraizado en punto medio, realizado a partir de los alineamientos de los SNPs de los genes core
de los aislamientos en estudio (n=10). Se pueden visualizar las agrupaciones obtenidas a partir del analisis del genoma completo.
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Asi también se puede visualizar la integracion de todos los metadatos y el arbol
filogenético realizado con la plataforma Microreact (Figura 20).
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Figura 20: Caracteristicas demogréaficas, filogenéticas y moleculares de SARM
causante de infecciones invasivas en nifios paraguayos (n=10). (A) Distribucion
geogréfica de la zona de colecta de muestras bioldgicas de las cuales provinieron los
aislamientos en estudio; (B) Linea de tiempo de colecta de las muestras; (C) Arbol
filogenético enraizado en punto medio inferido a partir de 35.402 SNP a partir del
alineamiento de los 10 genomas en estudio (CC30, CC5 y CC8). Las ramas y los nudos
del arbol estan coloreados por complejo clonal (CC) de la cepa, asi como también esta
indicado en (A) y en (B). La distribucion de genotipos y caracteristicas demogréficas se
muestran como bloques en la seccién metadatos del arbol (D). Datos disponibles en:

https://microreact.org/project/3ws3rcf2vdzkzhcvpnxmx8
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7. DISCUSION

Los clones SARM representan una gran preocupacion para la salud a nivel mundial, por
ello existe una clara necesidad de comprender mejor la dinamica de transmisién de éste
microorganismo y su evolucion en una region geogréfica a lo largo del tiempo (4). A
pesar de la elevada frecuencia de infecciones por SARM, tanto a nivel hospitalario como
comunitario, en nuestro pais aln no se disponen de estudios genémicos de SARM.
Este estudio transversal, multidisciplinario y multicéntrico representa el primer trabajo
en Paraguay donde se aborda la epidemiologia molecular de aislamientos SARM
causantes de infecciones invasivas provenientes de nifios y su evolucion a través de
diez afios de estudio (2009-2019), asi como el analisis genémico de los clones
bacterianos mas representativos con el fin de evaluar su diversidad genética, repertorio
de factores de virulencia y mecanismos de resistencia a antimicrobianos.

Todos los aislamientos de SARM analizados en éste estudio fueron recuperados de
muestras clinicas, pacientes y hospitales diversos, en amplios periodos de tiempo,

excluyendo brotes hospitalarios (109).

7.1. Clones SARM causantes de infecciones invasivas en nifos

paraguayos

La combinacién de métodos moleculares como MLVA, spa-typing, MLST, tipificacion del
cassette SCCmec y PFGE, permitié identificar las principales variantes de SARM
causantes de infecciones invasivas en nifios paraguayos. Se identificaron cuatro
complejos clonales: CC30 (66%, 56/85), CC5 (25%, 21/85), CC8 (7%, 6/85) y CC15
(2%, 2/85). El complejo CC30, ademas de ser el mayoritario, fue el que presenté menor
diversidad, lo cual sugiere un ingreso mas reciente del mismo al pais. La totalidad de
los 56 aislamientos pertenecientes al CC30 correspondian al clon CC30-ST30-1V
mientras que el clon CC5-ST5-1V correspondié a 17/21 aislamientos del CC5. A su vez,
las variantes spa predominantes en cada CC fueron CC30-ST30-t019-1V (53/56) y CC5-
ST5-t311-1V (8/21), respectivamente. Un reporte preliminar de éste mismo estudio indica
gue los principales clones SARM circulantes en Paraguay entre los afios 2009-
2013fueron: CC30-ST30-IV (77%) y CC5-ST5-IV (10%) en 115 aislamientos SARM
responsables de procesos infecciosos diversos (IIPB e invasivas) en nifios (62).

En Argentina en cambio, un estudio multicéntrico reporté al clon CC5-ST5-IV como
predominante en aislamientos colectados de nifios entre los afios 2007 y 2008, tanto en
casos asociados a la comunidad (82%), como en los asociados a la atencion médica
(57%) (57). Posteriormente, en 2013, Fernandez y colaboradores a través de otro

estudio multicéntrico, reportaron al clon CC30-ST30-IV como prevalente en infecciones
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invasivas por SARM-AC en pacientes adultos, desplazando asi al anteriormente
prevalente CC5-ST5-1V (56).

Analizando los resultados obtenidos por periodo de colecta en éste estudio, se puede
notar claramente como entre los afios 2009-2011, el clon CC5-ST5-IV (54%) estaba
instalado fuertemente en nuestro pais y con el correr de los afios fue desplazado
ampliamente por el CC30-ST30-IV. Este fendbmeno de desplazamiento exitoso del clon
CC5-ST5-IV por el CC30-ST30-IV corresponde con lo descrito anteriormente en
Argentina, donde el linaje clonal CC5-ST5-t311-IV surgié como el més prevalente en el
2004 y se mantuvo en la cima por casi diez afios, cuando fue desplazado por CC30-
ST30-t019-IV. Este ultimo considerado como el mas prevalente hasta el dia de hoy
(56,110,111).

¢, Como explicar éste fendmero de desplazamiento exitoso del clon CC5-ST5-IV por el
CC30-ST30-IV que se esta dando a nivel regional desde hace aproximadamente una
década? Fernandez y colaboradores en el 2017, realizaron experimentos en modelos
animales para buscar determinantes de virulencia que permitan comprender mejor el
progreso de las infecciones ocasionadas por SARM-AC, asi como el desplazamiento
del clon CC5-ST5-1V por el CC30-ST30-IV. La primera evidencia que obtuvieron fue que
una mayor proporcion de las infecciones invasivas por SARM-AC en pacientes adultos
se debieron al clon CC30-ST30-1V, cuya fuente primaria de la enfermedad constituyen
principalmente las infecciones de piel y partes blandas, con una mayor capacidad para
sobrevivir y replicarse en el nicho subcutaneo, reforzada por la observacién de que la
carga bacteriana recuperada de las lesiones de piel debidas a CC30-ST30-IV fue mas
de diez veces mayor que la del indculo inicial. En segundo lugar, detectaron que la
variante CC30-ST30-t019-1V exhibe una mayor tendencia a escapar del absceso de la
piel y migrar hacia otros sitios, que se constituye en una ventaja para replicar en un
6rgano diferente como el bazo, estableciento una asociacién significativa entre SARM
CC30-ST30-1V y su capacidad para desarrollar una infeccién invasiva. Fernandez vy
colaboradores sugieren que la variante emergente CC30-ST30-t019-IV tiene un
comportamiento mas agresivo que CC5-ST5-t311-1V, motivo por el que la desplaza
(112).

7.2. Complejo Clonal 30: CC30

El CC30, agrupa a linajes pandémicos de S. aureus ampliamente distribuidos a nivel
mundial (86), incluyendo al CC30-ST30-t019-1V portadora de PVL, una de las variantes
mas frecuentes en Argentina y Paraguay (56,62,113). En Uruguay entre los afios 2002-

2003, el clon CC30-ST30-IV PVL+ fue el responsable de un gran brote reportado en

reclusos y sus contactos cercanos: el 74,5% de los aislamientos identificados
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pertenecian a éste clon (limitAndose al Este de Argentina) y se reportaron al menos 12
muertos y mas de 1000 infectados, todos previamente sanos (60).

El clon SARM CC30-ST30-IV PVL+, cepa ancestral del CC30 se cree que evolucion6
de un ancestro comun con el fagotipo 80/81 de S. aureus resistente a la penicilina (114),
un clon pandémico que surgio a lo largo de la década de 1950 y se convirti6 en una
reconocida cepa virulenta que causo6 un alto nimero de lesiones en la piel, sepsis y
neumonia en nifios y adultos jévenes en hospitales y en la comunidad. En estudios
descriptivos recientes se ha asociado al linaje clonal CC30-ST30-t019-IV con un mayor
riesgo de endocarditis infecciosa (115) y bacteriemia persistente por S. aureus (116).
En nuestro estudio se pudo notar ademas que el establecimiento y expansion en nuestro
pais del linaje clonal mayoritario CC30-ST30-t019-1V (62%), dio paso a la aparicion de
nuevas variantes del clon CC30-ST30-1V, muy emparentados al linaje mayoritario, pero
con perfil de virulencia, MLVA, asi como spatipos diferentes. En cuanto a los spatipos,
éstos se diferencian en una 0 mas repeticiones, sea por insercién o delecién en las
secuencias del gen spA; asi del spatipo t019 (n=53) se diferencia el t975 (n=1) por la
delecion de r24 en la Ultima posicion (octava), el t021 y el t012 por dos inserciones (r15-
rl2) al inicio y el t021 ademas por una insercion (r24) al final. Este fendmeno, de
insercion, delecién o duplicacion de repeticiones, aparece generalmente en infecciones
cronicas o a repeticibn como un mecanismo de microevolucién, indicando
probablemente que el linaje clonal mayoritario CC30-ST30-t019-1V esta comenzando a
evolucionar cambiar hacia otros spatipos que le confieren mayor aptitud a la bacteria
(112,117).

7.3. Complejo Clonal 5: CC5

El segundo lugar en cuanto a frecuencia de aparicién ocupa el clon CC5-ST5-1V (20%),
con mayor variabilidad genética respecto al CC30-ST30-1V, notado por la aparicion con
el correr de los aflos de nuevas variantes estrechamente relacionadas entre si pero que
difieren en sus spatipos, que van desplazando al CC5-ST5-t311-1V (9%, 8/85). Aln asi
el linaje clonal mas representativo del complejo sigue siendo el CC5-ST5-t311-1V,
caracterizado por ser virulento, portador de la PVL y no-multirresistente (portador de
cassette 1V), asociado a infecciones comunitarias y causante principalmente de IPPB,
asi como de algunos cuadros invasivos como osteomielitis y neumonia necrotizante
(46).

Asi el linaje CC5-ST5-t002-IV (6%, 5/85) se diferencia de CC5-ST5-t311-IV por la
insercion de una repeticion (r17) en la quinta posicion del gen spA. Los demas spatipos
reportados dentro del clon CC5-ST5-1V se diferencian en tres (1062, t1791, t5300) o

mas (t149 y t7078) inserciones, deleciones y/o repeticiones del t311. Dentro de éste

72



complejo clonal se identificaron ademas otras variantes muy relacionadas entre si y al
CC5-ST5-t311-IV: CC5-ST5-t149-1, CC5-ST100-t002-1V y el CC5-ST4331-t7078-1V.
Este estudio reporta por primera vez a la variante CC5-ST5-t149-| aislada a partir de
infecciones en nifios paraguayos, relacionado al clon cordobés/chileno y reportado
anteriormente en nuestro pais por Mayor y colaboradores en el 2007, a partir de
muestras hospitalarias provenientes de adultos (61). El linaje clonal CC5-ST5-t149-I fue
reportado por primera vez en Sudamérica en el afio 1999 (110), coexistiendo en ese
entonces con el clon brasilero (CC8-ST239-11l). A partir de ese momento se propagd por
todo el Cono Sur de América y Paraguay, con un comportamiento endémico a partir del
2008 y con un aumento significativo en la prevalencia y carga de las infecciones por
SARM-AH, ganando su espacio a expensas del desplazamiento del clon brasilero,
endémico en ese tiempo y considerado como el clon epidémico internacional de mayor
éxito entre los SARM (42,118).

CC5-ST100-t002-IV (2%, 2/85) es una variante del clon pediatrico y estrechamente
relacionada con el CC5-ST5-t311-1V, del que se diferencia por la adquisicién de
resistencia a rifampicina y una mutacion puntual en el gen aroE (sustitucion del alelo
aroE4, caracteristico de ST5, por el aroE65 caracteristico de ST100), asi como por la
insercion de una repeticion rl7 en la quinta posicién del gen spA que lo diferencia de
t311 y lo convierte en tipo spa t002 (118). El linaje clonal CC5-ST100-t002-1V podria ser
una via en la evolucién de CC5-ST5-t311-1V, permitiendo su adaptacién a las
condiciones sanitarias de la regién, como la presion antibiética por el uso de rifampicina
en el tratamiento de IPPB en nuestro pais, la cual se sustenta en la resistencia a la
rifampicina que presenta este clon (57,118).

Ambos linajes clonales, el CC5-ST5-t311-IV y el CC5-ST5-t002-1V, estrechamente
relacionados entre si, estdn asociados a cuadros infecciosos de piel y partes blandas
asi como a infecciones graves (pulmonar, dsea, articular), que afectan principalmente a
nifos y adultos jovenes de la comunidad (118).

El linaje clonal CC5-ST4331-t7078-1V, parte también del CC5, cuyo ST4331 se
diferencia del ST5 por una mutacion puntual en el gen arcc (sustitucién del alelo arccl,
caracteristico de ST5, por el arcc510 caracteristico del ST4331), asi como por tres
inserciones y una deleccién de repeticiones en el gen spA que lo diferencian del t311 y
lo convierten en spatipo t7078. Este es el primer reporte a nivel mundial de una cepa
CCb5-ST4331-t7078-IV-PVL+, aislada de una muestra de sangre proveniente de una
nifa de 3 afios que cursé con una neumonia adquirida en la comunidad con derrame
pleural.

La variabilidad genética observada en el CC5, tanto en la diversidad de sus

secuenciotipos, spatipos y cassettes que portan, argumenta a favor de la existencia de
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un clon exitoso SASM (CC5-ST5-t002) con capacidad de aquirir la PVL, adaptarse a su
nicho ecoldgico y receptivo a diferentes tipos de cassette SCCmec (como el 1y el IV), lo
gue demuestra una ventaja selectiva frente a los demds y plantea la hipétesis de que
éstos clones han evolucionado a partir de un ancestro SASM exitoso; se plantea que la
integracion en su genoma de los diferentes elementos que hacen a cada clon fue

adquirido de forma independiente en diferentes periodos de tiempo (118).
7.4. Complejo Clonal 8: CC8

El CC8 fue identificado en el 7% (6/85) de los aislamientos en estudio, representado
principalmente por el clon CC8-ST8-IV (5%, n=4) y en porcentajes menores: CC8-
ST4335-1V (1%, n=1), estrechamente relacionado al ST8 y diferenciandose de éste por
una mutacion puntual en el gen pta (sustitucion del alelo pta4 caracteristico del ST8, por
el alelo pta497 caracteristico del ST4335) y ST72 (1%, n=1) con tan s6lo 3/7 alelos del
secuenciotipo similares al ST8 y ST4335, pero perteneciente también al CC8. El clon
CC8-ST8/4335-IV comprende el spatipo t008 (2%, n=2) y otros genéticamente
relacionados a él como: t024 (n=1), t400 (n=1) y t11770 (n=1), cada uno de ellos se
diferencia del t008 por una mutacién puntual en el gen spA (inserciones y deleciones) y
el clon CC8-ST72-t148-IV (n=1) con mayores variaciones en la secuencia del gen spA
y ST que lo ubican en el arbol entre los clones CC5-ST100-IV y CC8-ST8-IV. El linaje
clonal identificado como CC8-ST8-t008-IV-PVL+ con pulsotipo C, presenta
caracteristicas smilares con las descritas para el USA300 (119,120). USA300, un linaje
particularmente virulento que sufrid una expansion clonal desde 1975, en 2 clados
predominantes segregados por region geografica, en Norteamérica (USA300
Norteamérica, USA300-NA) y en Sudamérica (USA300 variante latinoamericana,
USA300-LV ). USA300 es el clon predominante de SARM que circula en el ambiente
comunitario en Norteamérica y se lo conoce como causa comin de infecciones
nosocomiales invasivas por S. aureus, lo que complica cada vez mas la distincion
clasica entre SARM-AC y SARM-AH. USA300-LV, diferenciado del USA300 por la
ausencia del elemento movil catabdlico de arginina (ACME), pudo infiltrarse,
diseminarse y convertirse en el clon SARM predominante en la comunidad, asi como en
entornos de atenciébn médica en la mayor parte de América Latina(120,121). La
identificacion inequivoca de CCB8-ST8-t008-IV-PVL+ como USA300 o USA300-LV
dependera de la deteccion o no del ACME, en este clon, si bien dos de los clones del
CCS8 fueron secuenciados genémicamente (CC8-ST8-t400/t11770-1V) en ninguno de
ellos se detectdé el ACME, lo que hace suponer que es USA300-LV la que circula en

nuestro pais, a ser corroborado posteriormente mediante la basqueda del elemento

74



genético movil COMER (copper and mercury resistant element), caracteristico de ésta
variante.

Se identifico también un aislamiento CC8-ST8-t024-1V, reportado por primera vez en el
2003 como responsable de un brote hospitalario en Dinamarca, uno de los paises con
tasas mas bajas de infeccion por SARM, extendiéndose hacia asilos de ancianos y
personal de salud a fines del 2012(122).

Los hallazgos cientificos respecto a los clones pertenientes al CC8, identificados en un
7% (6/85) de los SARM analizados, demuestran su alta tasa de virulencia y capacidad
de expansion, lo que demuestra la necesidad imperiosa de estudios de vigilancia
epidemiolégica intrahospitalarias que permitan su deteccion a tiempo real y
consecuentemente el establecimiento de protocolos sanitarios extrictos que mitiguen

Su propagacion.
7.5. Complejo Clonal 15: CC15

Fueron identificados ademas dos aislamientos pertenecientes al CC15, relacionados
entre si, con el mismo spatipo (t084) y perfil MLVA (M7), pero difieren en la portacion de
PVL: CC15-ST1160 PVL+ y CC15-ST5585 PVL-, asi como endos alelos del
secuenciotipo, sustituciones de gmk1 y yqil127 caracteristicos del ST1160, por los alelos
gmk444 y yqill3 caracteristicos del ST5585. Las cepas SARM del CC15 son raras en la
literatura y s6lo se han informado esporadicos aislamientos en carne de camello en
Arabia Saudita (123) y en humanos en Arabia Saudita (124,125), Iran (126,127), Italia
(128) y en Kuwait (129), la mayoria corresponden a otros secuenciotipos,
ST15/ST1535/ST585 (130). Este es el primer reporte de aislamientos CC15-
ST1160/ST5585-t084-1V en humanos, su investigacion exhaustiva y los datos que
pudiera revelar el analisis del genoma completo son cruciales para su identificacién

inequivoca y seguimiento de su diseminacion.

7.6. Analisis de Susceptibilidad a Antimicrobianos y Genes de

Resistencia

En el presente estudio, el 99% (84/85) de los SARM analizados portaban el cassette
SCCmec |V, caracterizado por ser el mas pequefio entre todos, con una composicion
genética mas simple, ya que porta solo el gen de resistencia a la meticilina (mecA) (4).
El Unico aislamiento portador de cassette SCCmec diferente al tipo IV fue identificado
como CC5-ST5-1149-|, correspondiente al clon brasilero, ademas fenotipicamente fue el
Gnico que presentd un fenotipo multirresistente (MDR), con resistencia a mas de tres
familias de antimicrobianos: betalactdmicos, macrdlidos, fluoroquinolonas vy

aminoglucésidos (4,131).
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La aparicion global de SARM-AC desde 1980, estuvo relacionada con infecciones de
piel y tejidos blandos, resistente sélo a antibidticos B-lactamicos y susceptible a una
amplia gama de antimicrobianos (macrdlidos, fluoroquinolonas y aminoglucésidos), por
la portacion de una versién mas pequefia del cassette SCCmec, generalmente los tipos
IVyV, ademas de la leucocidina Panton-Valentine (PVL) como sello caracteristico. Esta
fue inicialmente la base para diferenciar SARM-AC de SARM-AH, pero actualmente se
sabe que también pueden cursar con infecciones invasivas que requieren largas
estancias hospitalarias para su regresion, ademas las cepas SARM-AC invadieron los
entornos de atencion médica y se los ha identificado como agente etiolégico de
importantes brotes nosocomiales (4).

El aumento de la frecuencia de infecciones por SARM en nuestro pais, respecto al total
de las infecciones por S. aureus, ha forzado a la incorporacion cada vez mas frecuente
de clindamicina y otros antibiéticos como parte de los esquemas de tratamientos
antimicrobianos ante casos ambulatorios de infecciones causadas por SARM (132,133).
Las resistencias a eritromicina (27%) y clindamicina (25%) reportadas en éste estudio,
con mecanismo de resistencia inducible iMLSg en un 43% (confirmado por Dtest+) y
constitutivo en un 57% cMLSg, son superiores a lo reportado en estudios anteriores
realizados en Paraguay, que referian porcentajes de resistencia a eritromicina 4-15% y
clindamicina del 4-13%, 84% fenotipo iMLSg y 16% cMLSg, con deteccion de los genes
ermC y msrA en el 50% de los que presentaron fenotipo iIMLSg (132-134). En éste
estudio la deteccién de genes asociados a la resistencia de macrolidos no se realiz6 de
forma sistematica para todos los aislamientos, pero la secuenciacién del genoma
completo nos permitié identificar los genes ermA y ermC en 3/10 aislamientos
secuenciados, que presentaron fenotipo iIMLSg, lo que sugiere que esos serian los
mecanismos por los cuales la bacteria desarrolla resistencia a clindamicina inducida
por eritromicina (135). Este es el primer estudio que reporta el gen ermA en aislamientos
SARM en Paraguay y pone de manifiesto la necesidad imperiosa de realizar un cribado
mas amplio de genes que confieren resistencia a macrélidos como ermA, ermB, ermC
y msrA y a lincosamidas como InuA y InuB que permita identificar el potencial de
resistencia de los aislados SARM a los mismos. Estos udltimos genes codifican una
enzima capaz de inactivar la accion de algunas lincosaminas por adenilacién y que han
sido referidas como causantes de fallas terapeuticas en el tratamiento con clindamicina
en otros paises (136).

El hecho de no registrar aislados resistentes a vancomicina y resistencias menores al
10% para gentamicina, rifampicina, ciprofloxacina, tetraciclina y trimetoprim-
sulfametoxazol, pone de manifiesto el potencial de estos antibiéticos para el tratamiento

de infecciones por SARM. Estos resultados coinciden con los reportados en otras
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publicaciones (137-139), que indican que los niveles de resistencia en aislados de
SARM con cassette tipo IV son muy bajos y que en una gran proporcién, sélo presentan
niveles de resistencia a meticilina y a todos los betalactamicos, por no portar plasmidos
y trasposones que codifican resistencia a multiples antibidticos, los cuales son
caracteristicos de aislados de ambientes hospitalarios. Sin embargo con la aparicion en
el afio 2002 en EEUU de una cepa de S. aureus resistente a vancomicina (VRSA), tras
la adquisicién de genes vanA de enterococcus via transferencia conjugativa, asi como
otras con sensibilidad intermedia (VISA) en diferentes partes del mundo y en
Latinoamérica; activd una alarma a nivel mundial, demostrando la necesidad de
mantener sistemas de vigilancia eficientes que puedan dar alarmas a tiempo real (140—
143).

Los plasmidos acarrean una amplia gama de genes de resistencia a antimicrobianos y
a biocidas, asi también pueden transportar genes de toxinas, principalmente las
enterotoxinas. Las resistencias plasmidicas de S. aureus incluyen a los
aminoglucdsidos, B-lactamicos y macrélidos. En éste estudio identificamos un total de
16 plasmidos diferentes en las 10 muestras analizadas por genoma completo. La gran
cantidad de grupos plasmidicos con mas de un gen rep esté relacionada a niveles altos
de recombinacién entre los plasmidos de SARM (144). Si bien la mayor cantidad de
plasmidos por genoma secuenciado se vio en los clones SARM CC30-ST30-t019-1V,
con un perfil plasmidico similar entre éstos aislamientos, principalmente por la presencia
de los plasmidos repl6, repl9, rep21, asociados a la portacion de los genes blaZ (BlaZz
tipo A), cadD, cadX, respectivamente y a aislamientos SARM CC30-ST30-t019-1V (111).
Los demdas aislamientos pertenecientes a los CC5 y CC8 presentaron perfiles
plasmidicos Unicos y variados.

En cuanto al andlisis de resistomas (n=10), la mayoria de los SARM mostraron
concordancia fenotipica y genotipica en los resultados de susceptibilidad antibi6tica
(89%). Se informaron hallazgos similares en otros estudios que mostraron concordancia
entre el 76-100% de los aislamientos (145,146). Nuestros resultados mostraron
discordancia en el fenotipo en aislamientos que portaban genes para tetraciclina (80%)
y gentamicina (10%). Esto podria deberse a mutaciones en estos genes de resistencia
o defectos en su expresion que deberiamos explorar experimentalmente en el futuro.
A partir del andlisis del genoma completo detectamos también genes de resistencia a
otros antimicrobianos que no se analizan de forma rutinaria en el laboratorio, como la
fosfomicina y el cloranfenicol, con potenciales de resistencia entre el 100% (10/10) y el
40% (4/10) entre los aislamientos secuenciados respectivamente. Actualmente la
fosfomicina no es utilizada para tratar infecciones estafilococicas en Paraguay y en

Argentina; es por ello que no se incluyé en el panel de susceptibilidad antibiética
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fenotipica. Sorprendentemente, se detectaron genes de resistencia a la fosfomicina en
el 100% (10/10) de los genomas estudiados, portando el gen adquirido fos-B (111). La
fosfomicina es un agente de amplio espectro activo contra patdégenos bacterianos
resistentes a los antimicrobianos, incluido el SARM; es un agente bactericida que inhibe
la sintesis de la pared celular; utilizado con mayor frecuencia en combinacion con otros
agentes antimicrobianos (p. ej., B-lactamicos, carbapenémicos y aminoglucésidos) con
un excelente perfil de seguridad, incluso en recién nacidos, nifilos y apto para
administracion a largo plazo (semanas). La fosfomicina alcanza grandes extensiones de
tejidos; por lo que podria ser utilizado para las infecciones como bacteriemia, tracto
urinario, piel y tejidos blandos e infecciones respiratorias y para infecciones de dificil
tratamiento como meningitis 6sea e infecciones oculares invasivas, y esta siendo
considerado para el tratamiento de infecciones por enterobacterales multirresistentes.
La desventaja que ya ha sido reportada en otros estudios, es que S. aureus tiene la
capacidad de desarrollar rapidamente mecanismos de resistencia a éste antibiotico tras
su inclusién en el esquema de tratamiento empirico. Sin embargo, algunos autores han
postulado la reutilizacién de la fosfomicina para tratar infecciones por SARM-MDR
(multi-droga resistentes), que no han respondido a los antimicrobianos de primera vy,
potencialmente, de segunda linea (147) El cloranfenicol es otro antibiético antiguo y de
amplio espectro que habia sido desplazado en los paises desarrollados, debido a que
su administracion sistémica se asociaba con anemia aplasica fatal. Actualmente, se ha
comenzado a reutilizar en respuesta a la emergencia crecientede patégenos MDR
(148). Nuestros hallazgos indican que fosfomicina y cloranfenicol no serian una
excelente opcion terapéutica para el tratamiento de infecciones por SARM en Paraguay
y probablemente en la region, por la potencial resistencia que presentan los principales

clones de SARM que circulan en nuestro pais.
7.7. Factores de Virulencia, deteccion genética

SARM es un patdgeno equipado con un gran repertorio de factores de virulencia, entre
ellas varias toxinas que tienen propiedades superantigénicas (SAgs), que a menudo
juegan un rol significativo en el desarrollo de diversas enfermedades mediadas por
toxinas, incluido el sindrome del shock téxico (SST), enfermedades estafilocdcicas
transmitidas por alimentos (SFD), el sindrome de la piel escaldada, endocarditis y
sepsis, todas potencialmente mortales (4,149).

La era posgendmica de S. aureus, con el estudio de las secuencias genémicas publicas
disponibles, permitié esclarecer ain mas el conocimiento existente sobre la virulencia y
la resistencia de aislamientos clinicos, revelando la presencia de factores de virulencia

desconocidos anteriormente. En este contexto, el analisis genémico de los diez
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aislamientos SARM incluidos en éste estudio, permitié la identificacion de un grupo de
genes codificantes de factores de virulencia muy frecuentes y nunca antes estudiados
en nuestro pais, como las enterotoxinas pertenecientes al cluster EGC (seg, sei, sem,
sen, seo y seu) y el gen tsst-1, responsable del SST. A raiz de éste descubrimiento, los
mismos fueron incluidos en el panel de factores de virulencia genotipico del presente
estudio.

Esa busqueda permiti6 detectar una elevada portacion de genes codificantes de
enterotoxinas pertenecientes al grupo EGC (59-85%), lo que aporta un indicio mas que
las SAgs codificadas en el cluster EGC podrian estar involucradas en el desarrollo de
procesos infecciosos estafilocéccicos y no solo acompafiar la portacion del
microorganismo en el hospedero humano (28,33).

El dafio de la membrana celular en infecciones estafilococcias es inducido por una
variedad de toxinas de S. aureus que incluyen a-, B-, y- y 6-hemolisinas, leucotoxinas y
modulinas solubles en fenol (PSM), y eventualmente conduce a hemdlisis, leucolisis e
invasion bacteriana (150). Las frecuencias de portacion de genes codificantes de a y -
hemolisinas en éste estudio son 39% y 25%, respectivamente, similar a otros estudios
reportados a nivel nacional e internacional (62,151-153).

El gen tsst-1 se detectd en un 18% (15/85), cifra alarmante por la gravedad del cuadro
gue podria ocasionar su expresion, 80% de ellos asociados al clon méas frecuente en
nuestro medio, el CC30-ST30-1V; incluso conllevando al dbito de uno de los nifios
infectados.

Los porcentajes generales de enterotoxinas A, B, C, D y H hallados en este estudio
fueron bajos (0-9%) pero similares a otros estudios alrededor del mundo, con niveles de
portacién que oscilan entre el 0-8% para las enterotoxinas B, C, D y H (21,38,46,154).
Para el caso de la enterotoxina A las publicaciones internacionales reportan niveles
entre 12-35%, mayores a lo reportado en éste estudio (21,154). Esto es probablemente
debido a los criterios de seleccién de muestras empleado, que provenian principalmente
de cuadros clinicos invasivos, y no de cuadros gastrointestinales, en las que habria
mayor posibilidad de aislamiento de cepas portadoras de éstas enterotoxinas. Sin
embargo algunos autores indican que la prevalencia de enterotoxinas debe controlarse
en aislados de S. aureus de todo tipo, sean éstos de cuadros infecciosos diversos u
obtenidos de hisopados nasales de personas sanas, portadoras del microorganismo,
debido al potencial riesgo de brotes, por contaminacién de alimentos, transmisiéon
horizontal y todos aquellos productos de manufactura que sean manipulados por el
portador, lo cual representa un riesgo para la salud publica (38,39).

Se ha identificado en este estudio un aislamiento SARM portador del gen codificante de

la toxina exfoliativa B (1%), hallazgo alarmante por la gravedad del cuadro clinico que
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podria causar su expresion, el sindrome de la piel escaldada (SSSS). Aunque el
porcentaje de portacion en general de genes codificantes de las toxinas exfoliativas A
(0%) y B (1%) en las muestras estudiadas son bajos, lo cual era de esperarse, porque
no identificamos pacientes con SSSS. Los niveles reportados se encuentran dentro del
rango para muestras no provenientes de SSSS, por diversos autores a nivel mundial
(154-156).

La elevada portacion de PVL (60%) frente a otros reportes realizados anteriormente en
nuestro pais (16-51%) (62,132,133,152), refuerza la teoria que lo postula como
marcador de cepas SARM-AC portadoras de cassette SCCmec IV y con virulencia
clinicamente relevante, teniendo en cuenta los criterios de inclusion y las caracteristicas
genotipicas y fenotipicas que atafien a la poblacion estudiada (157). En los ultimos afios
se ha evidenciado la capacidad de SARM-IV PVL+ no solo de infectar a individuos sanos
en la comunidad, sino de infectar también a pacientes enfermos y/o inmunodeprimidos
en los hospitales, ya que se han acumulado casos de transmisiones y brotes
nosocomiales de SARM-IV PVL+ en todo el mundo, lo que indica que ha traspasado la
barrera del hospital y desplazado en su nicho ecolégico al SARM-AH (4,157). Esto
demuestra no sélo la capacidad de SARM-AC de infectar a individuos sanos, sino con
mas razon a individuos enfermos. Ademas, denota el éxito en los hospitales de la
implementacion de comités de vigilancia epidemibldgica que llevan a cabo programas
de control de infecciones nosocomiales, con el objetivo de disminuir la frecuencia de
infecciones intrahospitalarias causadas por microorganismos MDR como lo es SARM-
AH. Su estrategia consiste en medidas de prevencion que buscan evitar complicaciones
en los pacientes y evitar también el uso inadecuado de los antibiéticos, disminuyendo
asi los costos de atencidén y hospitalizacion, tanto para el paciente como para las

instituciones.
7.8. Analisis de expresion de factor de virulencia: PVL

Estudios experimentales alrededor del mundo indican que la expresiéon de los genes
lukS/F-PV, que codifican para la PVL, interfieren en una red regulatoria del sistema
inmunoldgico encargada de potenciar la virulencia de la infeccion (158-161). Es por ello
gue en éste estudio decidimos estudiar la expresion del gen lukS/F-PV frente a un gen
control gyr-A, en dos aislamientos caracterizados como pertenecientes a los clones
identificados como mas frecuentes CC30-ST30-IV PVL+ (GIP_64) y CC5-ST5-IV PVL+
(SCM_77) y no solo limitarnos a la deteccion genotipica del mismo.

Los tiempos necesarios para el crecimiento exponencial (3h) y estacionario (6h) de las

cepas SARM analizadas fue similar a lo reportado por otros estudios que analizaron la
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expresion de factores de virulencia en aislados SARM (108,162), demostrando que las
condiciones de crecimiento bacteriano del presente estudio fueron bien disefiadas.

A partir de los hallazgos en experimentos in vivo sobre expresion de factores de
virulencia, se considera que existen muchos factores propios del organismo animal,
incluidos los de la respuesta inmune celular y nutrientes que afectan su expresion,
sugiriendo que los mecanismos de regulacion de los factores de virulencia in vivo son
muy complicados (108).

Todas las cepas SARM analizadas en el presente estudio provenian de infecciones
invasivas y el 76% (65/85) de ellas provenia de sangre, como material bioldgico primario
del cual se colecto el aislamiento. Es por ello que para el analisis de la expresion de
factores de virulencia se utiliz6 suero de carnero estéril como medio de crecimiento y
desarrollo bacteriano in vivo, ya que contiene muchos agentes bioquimicos, como
proteinas séricas, carbohidratos e iones, simulando el ambiente del cual provenia la
mayoria de nuestros aislamientos (108), bastante diferente de los medios habituales
utilizados para el crecimiento bacteriano in vitro (BHI).

Si bien en ambas cepas identificadas como mayoritarias en este estudio la expresion de
la leucocidina de Panton-Valentine fue significativamente mayor en la fase exponencial
en suero de carnero estéril que en BHI y éste fendbmeno se observé de forma mas
acentuada en el clon CC5-ST5-IV-PVL+, el comportamiento inestable del gen control
interno gyrA, bajo diferenres condiciones de trabajo, no permite predecir si la expresion
de la PVL es diferente en ambos medios estudiamos. Este fenomeno observado
deberiamos corroborarlo con otros ensayos de expresion génica mediante la utilizacion
de otro gen control interno estable.

La fase exponencial es considerada como la etapa de mayor tasa del crecimiento
bacteriano, la fase mas activa en el proceso de multiplicacién bacteriana, con mayores
requerimientos de energia y nutrientes por parte del metabolismo bacteriano, con un
consecuente aumento en la expresién de su repertorio de virulencia y adherencia
celular. En el caso de la infeccién por SARM, su tasa de crecimiento inicial deberia tener
una importancia critica en la etapa inicial de la infeccion, que es cuando se movilizan las
células fagociticas que eliminan facilmente a SARM. Este es el proceso en huéspedes
sanos, que evita o mitiga la multiplicacion bacteriana, pero en los huéspedes
inmunocomprometidos, si escapa a la fagocitosis durante su crecimiento inicial
(exponencial), permite que SARM se multipligue exhacerbadamente. Es por eso que
una infeccién nosocomial causada por SARM causa una infeccién grave en huéspedes
inmunocomprometidos y realza la importancia de su erradicacién en los hospitales.

También se deben realizar esfuerzos para mejorar la inmunidad de los pacientes
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inmunocomprometidos y realizar la profilaxis adecuada cuando existe riesgo de
infeccion por SARM (108,163).

Fernandez y colaboradores en el 2017 publicaron un estudio donde compararon la
virulencia de los clones SARM CC30-ST30-IV PVL+ y CC5-ST5-IV PVL+, los mismos
clones prevalentes en nuestro estudio. En el mismo corroboraron la hipotesis inicial de
gue el clon CC30-ST30-IV presenta un mayor grado de virulencia que el desplazado
CC5-ST5-1V, lo que le habria permitido ocasionar con mayor frecuencia infecciones
invasivas en pacientes adultos sin factores de riesgo. Esta mayor virulencia fue
demostrada al comparar ambos clones segun el perfil de genes codificantes de factores
de virulencia, la formacion de biopeliculas, la expresion de ciertos factores de adhesion
y el comportamiento en modelos experimentales de infeccibn en animales de
laboratorio. Los resultados resaltan que una de las principales estrategias que exhibe
S. aureus durante una infeccién es la habilidad de adherirse a las proteinas u otras
moléculas de la matriz extracelular y el plasma, un evento crucial para la colonizacion y
diseminacion del patégeno en el hospedador(112).

Otro estudio gendémico indica que el clon CC30-ST30-IV PVL+ presenta una
particularidad: alberga fagos que codifican PVL con cabeza icosaédrica, en
contraposicién a otros clones como el South-West Pacific (SWP). Serian necesarios
mas estudios para determinar si estos diferentes profagos resultan en diferencias

bioldgicas que afectan la expresion de PVL y la virulencia de estos dos clones(111).
7.9. Factores de Virulencia, deteccion gendmica: VIRULOMA

En cuanto al analisis del viruloma de 10 aislamientos, identificamos la coexistencia de
multiples grupos de factores de virulencia. Todos los SARM analizados portaron genes
codificantes de exotoxinas formadoras de poros (aureolisina, componentes alfa y
gamma-hemolisina A, B y C) (164), activadores del plasmindgeno (estafiloquinasa),
proteinas de superficie ancladas a la pared celular (proteina A, operén de serina
proteasa, elastina de la superficie celular, factor de aglomeracion A y los componentes
A, B, C, E, Fy G de las proteinas determinantes de superficie reguladas por hierro)(165—
167). Ademas de proteinas con funciones antifagociticas (polisacarido capsular tipo 8,
unién de IgG e IgA, inhibidor del complemento SCIN, éster de glicerol hidrolasa y parte
de los componentes del sistema de secrecion EsxA, EsaA/B y EssA/B), proteina del
factor de propagacion (hialuronidasa) (168), proteina de unién a inmunoglobulina (169)
y una familia de enzimas bacterianas unidas a la membrana (sortasas) (170). La
portacion de este compendio de factores de virulencia en los tres linajes analizados
demuestra su importancia para la supervivencia, reproduccion, colonizacién y

propagacion bacteriana, por lo que probablemente formen parte del genoma core.
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Aun asi, los principales clones de SARM que circulan en Paraguay muestran diferentes
perfiles de virulencia: el CC30-ST30-t019-1V se caracteriza por poseer el mayor nUmero
y diversidad de genes que codifican polisacaridos capsulares, proteinas con actividad
antifagocitica y aquellas que inhiben la interaccién entre C3b, inmunoglobulina y
receptores. Este complejo clonal (CC30) adquiri6 genes que codifican la proteina del
factor de coagulacién (VWWbp) y superantigenos (SAgs) codificados en el grupo EGC (G,
I, M, N, O, U) y la toxina del sindrome de shock toxico (tsst-1) , todos ellos involucrados
en el agravamiento del proceso infeccioso (29,31,33).

Los superantigenos (SAgs) codificados en el grupo EGC (G, I, M, N, O, U) se consideran
actualmente las toxinas estafilocécicas mas prevalentes entre los aislamientos clinicos
y de colonizacion, presentes en el 50-70% de los portadores nasales y puede ser crucial
su expresion para el desarrollo y agravamiento de ciertas infecciones, como las
respiratorias y las endocarditis (28,33). Experimentalmente, se ha demostrado en
modelos animales que la expresion conjunta de los genes del grupo EGC vy el tsst-1
contribuyen a una mayor mortalidad y/o a una progresion mas rapida y complicada de
la infeccion, generalmente acompafada de complicaciones letales como insuficiencia
cardiaca y accidente cerebrovascular. Aun asi, las infecciones causadas por SARM
portador de toxinas del grupo EGC progresan incluso sin los efectos sistémicos o locales
del tsst-1, por lo que también son responsables del empeoramiento del cuadro
infeccioso en menor escala debido a su nivel de produccién de infeccion (149).

Los clones CC30-ST30-IV y CC8-ST8-IV presentan los genes splE, codificantes de las
serina proteasas que actllan como evasinas con una posible actividad cooperativa y
complementaria con otras proteasas spl (perdidas por CC30, pero presentes en CC8),
juntas constituyen un sistema digestivo extracelular con un papel en la patogenia de S.
aureus (149). A diferencia de los aislamientos del CC5, los del CC30 y CC8 perdieron
ademas genes codificantes de proteinas del sistema de secreciones utilizadas por las
bacterias para interactuar y manipular su entorno, significativo para la adhesion y la
permanencia en la célula huésped (171), asi como el inhibidor de la diferenciacion de
células epidérmicas (edinA), que esta involucrado en el proceso de diseminacion
bacteriana y dificulta la fagocitosis mediada por el complemento (172). Esta disminucion
en su repertorio de genes de virulencia podria conferir a los linajes CC30 y CC8 una
mayor eficiencia, en la propagaciéon debido a su menor tamafio, con la consecuente
disminucion del paguete genético bacteriano (fithess bacteriano), seleccionando
aquellos involucrados en la evasion de la respuesta inmune, la expansion de la infeccién
y el proceso de propagacion, desplazando a los demas linajes por su mejor aptitud (4).
El andlisis del viruloma de los linajes CC5-ST5-t311-1V, revelo la portacion de genes

codificantes de la enterotoxina A (seA), PVL (lukF/S-PV) y superantigenos (SAgs)
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codificados en el grupo EGC (G, I, M , N, O, U) como la marca de cepas
significativamente mas citotoxicas para los neutrdfilos que las no portadoras,
involucradas en infecciones SARM-AC y muy reveladoras para nuestro estudio porque
precisamente éstos aislamientos provienen de infecciones invasivas (118,173).

Los clones CC8-ST8-IV (111770 y t400) portan el sistema de serina proteasas completo
(splA/B/E), un sistema digestivo extracelular con un papel en la patogenia de SARM, asi
como la PVL y las enterotoxinas K, Q, caracteristicas del CC8, que contribuyen a su
perfil de virulencia convirtiéndolo en una superbacteria (4). Estas cepas estan
estrechamente relacionadas con el clon CC8-ST8-IV PVL+, identificado como la
principal causa de infecciones por SARM-AC en América del Norte, y Ultimamente
esparcido en todo el mundo (174).

Identificamos el potencial para la formacion de biopeliculas en casi todos los genomas
de los 10 aislamientos de SARM analizados, excepto en el linaje clonal CC8-ST8-t400-
IV. La biopelicula es otro factor crucial que contribuye a las infecciones estafiloc6cicas,
implicadas en diversas enfermedades infecciosas persistentes, que permite a la bacteria
evadir multiples mecanismos de eliminacion, como los antimicrobianos y el sistema
inmunitario del huésped, lo cual conlleva al fracaso del tratamiento y a infecciones
recurrentes/crénicas. La produccién de biopeliculas y factores de virulencia por SARM
estan estrechamente relacionadas, ya que el principal regulador de la biopelicula, el gen
regulador accesorio agr, también es vital para la expresion de numerosos factores de
virulencia. Por tanto, muchos factores de virulencia relacionados con las biopeliculas
han sido por mucho tiempo el objetivo principal de investigaciones en busqueda de
terapias contra S. aureus (31).

El 30% (3/10) de los aislamientos SARM analizados por NGS, representativos de los
tres CC mas frecuentes detectados en nuestro estudio (CC30. CC5 y CC8) poseen
capacidad para la formacion de biopeliculas con intensidad moderada, segun lo
muestran los ensayos in vitro (175). Algunos de ellos (CC5 y CC8) podrian inhibirse en
presencia de dos extractos metandlicos de plantas nativas paraguayas llamadas
Pterocaulon alopecuroides y Pterocaulon angustifolium (176). La deteccion de la
formacion de biopeliculas, especialmente en infecciones crénicas, es crucial ya que
afecta en la eleccién de estrategias para su eliminacion, tales como la extirpacion
quirdrgica, dada la ineficacia de las terapias antibiéticas tradicionales en éstos casos
(175,176).
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8. CONCLUSIONES

Todos los aislamientos de SARM analizados en éste estudio fueron recuperados de
muestras clinicas, pacientes y hospitales diversos, en amplios periodos de tiempo,
excluyendo la posibilidad de brotes hospitalarios.

El estudio molecular de los aislamientos SARM que causaron infecciones invasivas en
nifos paraguayos, reveld la circulacién de cuatro complejos clonales principales y
diferentes (CC30, CC5, CC8 y CC15), cada uno compuesto por clones principales y
variantes estrechamente relacionadas entre si, con diferentes spatipos y perfiles de
PFGE. Los principales clones SARM identificados fueron el CC30-ST30-IV (66%) y
CC5-ST5-1V (21%), que cuentan con su principal reservorio en la comunidad.
Analizando los resultados obtenidos por periodo de colecta en éste estudio, se pudo
notar claramente como entre los afios 2009-2011, el clon CC5-ST5-IV (54%) estaba
instalado fuertemente en nuestro pais y con el correr de los afios fue desplazado
ampliamente por el CC30-ST30-IV, éste ultimo considerado como el mas prevalente
hasta el dia de hoy.

Este trabajo postula que el éxito del CC30-ST30-1V se debe a varios factores como un
perfil de virulencia y resistencia caracteristicos, que permiten su persistencia en nuestro
medio y conducen al desplazamiento del CC5-ST5-1V, con el paso del tiempo.

El CC8-ST8-1V, aunque minoritario en este estudio, posee la capacidad patogénica para
diseminarse en nuestro pais y es uno de los clones predominantes en otras regiones,
por lo cual debe ser monitoreado activamente.

En ambas cepas identificadas como mayoritarias en este estudio, CC30-ST30-1 PVL+y
CC5-ST5-1IV PVL+, la expresion de la PVL fue significativamente mayor en la fase
exponencial del crecimiento bacteriano, pero deberia ser verificada con otro gen control
interno de mayor estabilidad, diferente del gyrA.

Los diferentes métodos de caracterizacibn molecular aportaron informacién
complementaria para definir los clones y sus variantes y son una herramienta valiosa
para fortalecer los estudios epidemioldgicos futuros, para detectar pequefios y grandes
cambios en la circulacién de clones de SARM en Paraguay.

El analisis pangendmico de los diez clones SARM seleccionados en el presente estudio
agregd valor a los protocolos clasicos de identificacion y tipificacion molecular,
permitiendo obtener informacion valiosa sobre multiples genes de virulencia, resistencia
y clonalidad, nunca antes estudiados en nuestro pais, dando a conocer la complejidad

de los linajes de SARM que circulan en Paraguay.

85



9. PERSPECTIVAS
El conocimiento de los principales complejos clonales de SARM circulantes en nuestro
pais, a través de la utilizacion de las herramientas que nos proporciona la edemiologia
molecular, genera informacién importante conducente a la vigilancia genémica activa,
atil no sé6lo para comparacioén con datos regionales y/o mundiales y como contribucion
al conocimiento universal sobre el microorganismo, sino también para la deteccion
oportunay a tiempo de cambios significativos en la epidemiologia local que nos permitan
emitir alertas tempranas ante posibles brotes a nivel nosocomial o comunitario, asi como
los desplazamientos en nichos ecoldgicos detectados.

El analisis gendémico de los clones SARM fue un salto cualitativo critico que abrié un

abanico de nuevas posibilidades para futuros proyectos y ensayos a desarrollar para

proximos estudios sobre la epidemiologia de SARM circulante en Paraguay, y arroja
como resultado principal un equipo humano fortalecido con la capacidad de realizar
andlisis gendmico transversal a cualquier microorganismo.

e Se postula como perspectiva principal un andlisis genémico profundo de las
variantes del CC30 que circulan en Paraguay que nos permitan dilucidar las
principales caracteristicas que ayudan a la patogenia del microorganismo, asi como
un mapeo contra genomas de otras cepas SARM CC30 circulantes en otros paises
de la regibn como Argentina y Uruguay, disponibles en bases de datos
internacionales, asi como los resultados que seran obtenidos por la red StaphNet,
proyecto regional en colaboracién con Sanger Institute, UK.

e Ademas se pretende realizar la deteccion de los factores de virulencia mas
frecuentes encontrados en el analisis gendmico y nunca antes estudiados como las
enterotoxinas del cluster EGC en otras poblaciones bacterianas.

e Asi como la busqueda activa de genes asociados a la formacién de biopeliculas en

todos los aislamientos del presente estudio (n=85).
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ANEXO 1
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ANEXO 2
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ANEXO 5
ACTA SIS

J \ PROGRAMA DE DESARROLLO DE LAS CIENCIAS BASICAS

\ o ( Ministerio de Educacion y Cultura - Universidad de la Republica
PEDECIBA Area Biologia

ACTA
CONSEJO CIENTIFICO DEL AREA
310017
Presentes: Dra. E. Castillo, Dra. C. Quijano, Dr. A. Trostchansky, Dr. R. Maneyro, Dra. S. Olivera,
Dr. G. Francescoli, Mag. J. Farias, Mag. N. Echeverria, Mag. L. Zubizarreta

Ausentes (con aviso): Dr. H. Botti, Dr. M. Grafia, Dr. J.M. Verdes.

Ausente (sin aviso): Dr. A. Caputi

1. Informe de C. Directiva

» Convenio PEDECIBA Informatica - Facultad de Ingenieria (Biblioteca INCO-PEDECIBA).
» Se design6é una comision (Direccion y QUI) para rever el Reglamento del personal
académico.

Entregas Premios RCB: 7 de noviembre.

El programa “Liceo cientifico” comenzara en 2018.

Y Vv

2. Lectura de acta 19/9/17

Resolucion: Se aprueba.

3. Asuntos entrados con proyecto de resolucion

3.1 En Memo PB/FC 252.17 del 20.9.17, la Secretaria Académica informa sobre la siguiente
defensa de tesis:

DOCTORADO
Cecilia Carolina Ortiz Carrién

Resolucién: Se aprueba y eleva a C. Directiva.

Secretaria Académica — Teléfono: (598) 2 525 86 18/24, int. 131. Fax: (598) 2 525 86 29. isolina@fcien edu.-uy academicabiologia@pedeciba.edu.uy
Secretaria Cientifica — Teléfono: (598) 2 525 86 30. Fax: (598) 2 525 86 29. beasm@fmed.edu.uy

Secretaria Presupuesto: Teléfono: (598) 2 525 86 30. Fax: (598) 2 525 86 29. presupuestobiologia@pedeciba edu.uy

Facultad de Ciencias - Igua 4225 - C.P. 11400 - Casilla de Correo 16120 - Distrito 6 — Montevideo - URUGUAY

http://www pedeciba.edu.uy/biologia/indice.php

03/10/2017
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3.2 En Memo PB/FC 253.17 del 21.9.17, la Secretaria Académica informa sobre la siguiente
defensa de tesis:
MAESTRIA
Ignacio Gianelli Maizonnave
Resolucién: Se aprueba y eleva a C. Directiva.

33 En Memo PB/FC 256.17 del 26.9.17, la Secretaria Académica informa sobre la siguiente
defensa de tesis:
MAESTRIA
Maria Natalia Bobba Alves
Resolucién: Se aprueba y eleva a C. Directiva.

34 En Memo PB/FC 257.17 fechado 27.9.17, la Subcomision de Ingreso y Seguimiento
Estudiantes (SIS), eleva la siguiente aspiracion a ingreso a Doctorado:
FATIMA RODRIGUEZ ACOSTA
Cuenta con el titulo de Magister en Ciencias Biomédicas otorgado por la Universidad
Nacional de Asuncién, con directora (Dra. Teresa Camoul), co-directora (Dra. Rosa Maria
Guillén) y laboratorios de recepcion (Depto. de Biologia Molecular y Biotecnologia, Inst.
de Investigaciones en Ciencias de la Salud, U. Nacional de Asuncion y Div. Epidemiologia,
Depto. de Laboratorios de Salud Publica, Direccion General de la Salud, Ministerio de
Salud, Montevideo, Uruguay). Proyecto de tesis: Epidemiologia molecular de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina causantes de infecciones invasivas en
nifios paraguayos.
El 31.8.17 la Comision de Admision y Seguimiento aprobd el proyecto de tesis de dicho
aspirante.
Resolucion: Se aprueba y eleva a C. Directiva.

35 En Memo PB/FC 25817 del 29.9.17, la Subcomision de Ingreso y Seguimiento

Estudiantes (SIS), eleva las siguientes aspiraciones a ingreso a Doctorado:

MARIA JOSE ZULUAGA ROUILLER

Cuenta con el titulo de Magister en Ciencias Biolégicas otorgado por PEDECIBA, con
directora (Dra. Annabel Ferreira) y laboratorio de recepcion (Laboratorio de la Seccion
Fisiologia y Nutricion, F. Ciencias). Proyecto de tesis: Efecto del estrés temprano en el
desarrollo de respuestas de miedo y de memorias aversivas en crias de Rattus norvegicus.
El 21.7.17 la Comision de Admision y Seguimiento aprob el proyecto de tesis de dicho
aspirante.

Secretaria Académica — Teléfono: (598) 2 525 86 18/24, int. 131. Fax: (598) 2 525 86 29. isolina@fcien edu.-uy academicabiologia@pedeciba.edu.uy

Secretaria Cientifica — Teléfono: (598) 2 525 86 30. Fax: (598) 2 525 86 29. beasm@fmed.edu.uy

Secretaria Presupuesto: Teléfono: (598) 2 525 86 30. Fax: (598) 2 525 86 29. presupuestobiologia@pedeciba.edu.uy
Facultad de Ciencias — Igué 4225 — C P. 11400 - Casilla de Correo 16120 - Distrito 6 — Montevideo - URUGUAY
http://www.pedeciba.edu.uy/biologia/indice.php
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JUAN ANDRES IMELIO VIERA

Cuenta con el titulo de Magister en Ciencias Bioldgicas otorgado por PEDECIBA, con
director (Dr. Alejandro Buschiazzo), co-director (Dr. Felipe Trajtenberg) y laboratorio de
recepcion (Lab. de Microbiologia Molecular y Estructural, Inst. Pasteur de Montevideo).
Proyecto de tesis: Mecanismos de transmision estimulo-respuesta en sistemas de
sefializacion bacterianos. El 28.9.17 la Comision de Admision y Seguimiento aprobd el
proyecto de tesis de dicho aspirante.

Resolucion: Se aprueban y elevan a C. Directiva.

36 En Memo PB/FC 259.17 del 299.17, la Subcomisién de Ingreso y Seguimiento
Estudiantes (SIS), eleva la propuesta de los siguientes tribunales:

MAESTRIA

Estudiante: Marco Andrés Navatta Rodons

Presidente: Dr. Carlos Carmona

Vocales: Dras. Maria Moreno y Analia Rial

Titulo de la tesis: Caracterizacion de antigenos de Echinococcus granulosus con
capacidad inmuno-moduladora y evaluacion de los efectos de anticuerpos dirigidos contra
estos antigenos sobre el establecimiento de la infeccion secundaria experimental
Directora de tesis: Dra. Sylvia Dematteis

Estudiante: Patricia Solari Saquieres

Presidente: Dr. Gustavo Folle

Vocales: Dres. Laura Franco Fraguas y Alfonso Cayota

Titulo de la tesis: Caracterizacion de GalNAc-T13 en cancer de pulmén humano
Director de tesis: Dr. Eduardo Osinaga

Estudiante: Célica Cagide Diflore

Presidente: Dr. Jorge Monza

Vocales: Dras. Alexandra Castro y Margarita Sicardi

Titulo de la tesis: Analisis del establecimiento de soja mediante el uso del consorcio
bradirizobios — Delftia.

Directora de tesis: Dra. Susana Castro

Co-directora: Dra. Maria Morel

DOCTORADO

Estudiante: Daniel Prieto Mena

Presidente: Dr. Alfonso Cayota

Vocales: Dres. Cecilia Guillermo y Marcelo Hill

Titulo de la tesis: Caracterizacion de diferentes marcadores moleculares del
microambiente tumoral asociados a la progresion de la Leucemia Linfoide Cronica
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Director de tesis: Dr. Pablo Oppezzo

Estudiante: Emiliano Trias Tejeria

Presidente: Dr. Raul Russo

Vocales: Dres. Marcelo Hill, Felipe Cout

Titulo de la tesis: Caracterizacion del microambiente celular neurodegenerativo en un
modelo de Esclerosis Lateral Amiotréfica.

Director de tesis: Dr. Luis Barbeito

Resolucion: Se aprueban y elevan a C. Directiva.

El Dr. Maneyro se retira de la sesion.

3.7

En Memo PB/FC 260.17 del 29.9.17, la Secretaria Académica informa sobre la siguiente
defensa de tesis:

DOCTORADO
Cecilia Bardier Suarez

Resolucién: Se aprueba y eleva a C. Directiva.

El Dr. Maneyro ingresa a la sesion.

4. Asuntos entrados

4.1

42

Ennota fechada 28/8/17, el Dr. Leandro Bergamino solicita la fransferencia para el proximo
afio, de los fondos correspondientes a la alicuota de estudiante Maestria de Meica
Valdivia, a fin de poder financiar parte de los analisis de isétopos estables en hueso y
tejido muscular asi como algunos insumos de laboratorio.

Resolucion: EI CCA apoya la solicitud pero esta refiere a alicuota de estudiante, por tanto,
la decision final corresponde a la Administracion Central. Se eleva.

El Dr. Alejandro Buschiazzo en nota del 29/9/17, informa que su estudiante de Doctorado
Juan Imelio realizard una pasantia en la Unité de Biologie des Spirochétes (I. Pasteur
Francia) con el Dr. Mathieu Picardeau y solicita la firna de un acuerdo de pasantia
(Convention de Stage) entre el |. Pasteur Francia y la UdelaR.

Resolucién: En virtud de la naturaleza del convenio, debe asesorarse con la Seccion
Convenios de la Facultad de Ciencias. En la medida de lo posible, este CCA apoyara la
solicitud.
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5. Asuntos pendientes

51

5.2

53

54

(veracta CCA 5/9/17, punto 6.2) Criterios asignacion fondos del area (informe de avance).

En nota del 5/9/17, el Dr. Rafael Radi solicita que se envien uno o dos candidatos con su
curricula (antes del 10/10/17) para la Lindau Nobel Laureate Meeting en su 68va. edicion.
El area debera contribuir con el pago del pasaje y la inscripcion al evento y estadia (€
1.500).

Resolucién: Se agradece a la ANCiU por esta oportunidad, en el entendido que el evento
es sumamente prestigioso y muy formativo para los participantes. En virtud del corto plazo
para presentar los candidatos, este Consejo no se encuentra en condiciones de realizar
un llamado abierto para la postulacion de aspirantes y la evaluacion de los mismos. Se
lamenta no poder acceder a la solicitud de la ANCiU en esta oportunidad y se espera poder
hacerlo en la proxima convocatoria.

La Dra. Laura Quintana en mail fechado 11/9/17, informa que por razones personales debe
retirarse de la Comision organizadora del “Premio MEC a las ciencias” y propone que en
su lugar sea designada la Dra. Jessika Urbanavicius.

Resolucion: Se toma conocimiento y se acepta la propuesta.

En mail del 15/9/17, Luciana Griffero se postula para el llamado actividades en el interior
del pais.

Resolucién: Se aprueba y eleva a C. Directiva.

6. Asuntos varios

7. Planteamientos Sres. Consejeros

71 Dra. S. Olivera: Plantea 2 asuntos: i) estudiantes de Doctorado designados como co
tutores de Maestria y ii) Generales de la ley.
Resolucidn: Se ratifica la politica de los CCA precedentes respecto a: i) los estudiantes
deben culminar sus doctorados para oficiar como tutores y i) la vigencia de las Generales
de laley.

72 Dr. R. Maneyro: Informa que Leonardo Latorre (informético), esta trabajando en los

formularios del area.

Resolucién: Se toma conocimiento.
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ANEXO 6
Figuras de electroforesis en geles de agarosa al 2%, realizadas para visualizar los
productos de PCR para deteccion de genes codificantes de resistencia y factores de
virulencia, asi como determinacion del Spatipo y el andlisis por electroforesis en gel de

campo pulsado.

W

" oas . " —— S e el 533 pb

Figura A: Electroforesis en gel de agarosa al 2% de PCR simple para deteccién del gen
codificante de la resistencia a meticilina (mecA 533 pb). Carriles: 1-Marcador de peso
molecular de 50 pb Jena Bioscience, Alemania. 2-Control Negativo de Reaccion. 3-
Control Positivo de Reaccion (533 pb). 4 al 12- Muestras positivas.
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Figura B: Electroforesis en gel de agarosa al 2% de PCR simple para deteccion del gen
codificante de la PVL (lukS/F-PV 433 pb). Carriles: 1-Marcador de peso molecular de 50
pb Jena Bioscience, Alemania. 2-Control Negativo de Reaccién. 3-Control Positivo de
Reaccion (433 pb). 4 al 10- Muestras positivas.
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Figura C: Electroforesis en gel de agarosa al 2% de PCR mudltiple para deteccién de los
genes codificantes de las enterotoxinas A y B (seA 521 pb y seB 667 pb). Carriles: 1-
Marcador de peso molecular de 50 pb GeneOn Bioscience, Alemania. 2-Control
Negativo de Reaccion. 3-Control Positivo seB (667 pb). 4-Control Positivo seA (521 pb)
5 al 14- Muestras negativas. 15 y 16- Muestras positivas para seA (521 pb).
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Figura D. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de PCR simple para deteccion del gen
codificante de la enterotoxina D (seD 385pb). Carriles: 1-Marcador de peso molecular
de 100pb Bioron, Alemania. 2-Control Negativo de Reaccion. 3-Control Positivo de
Reaccion (385pb). 4 al 10- Muestras negativas.
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Figura E: Electroforesis en gel de agarosa al 2% de PCR simple para deteccion del gen
codificante de la enterotoxina H (seH 358pb). Carriles: 1-Marcador de peso molecular

de 100pb Bioron, Alemania. 2-Control Negativo de Reaccién. 3-Control Positivo de
Reaccion (358pb). 4 al 8- Muestras negativas.
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Figura F. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de PCR simple para deteccién gen
codificante enterotoxina M: seM — 379pb. Carriles: 1-Marcador de peso molecular de

100pb Bioron, Alemania. 2-Control Positivo de Reaccion (379pb). 3-Control Negativo de
Reaccion. 4 al 8- Muestras positivas (379pb).
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Figura G. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de PCR simple para deteccion del gen
codificante de la enterotoxina N (seN 680pb). Carriles: 1-Marcador de peso molecular
de 100pb Bioron, Alemania. 2-Control Negativo de Reaccion. 3-Control Positivo de
Reaccion (680pb). 4, 5y 6-Muestras positivas (680pb). 7 y 8-Muestras negativas.
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Figura H. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de PCR simple para deteccion del gen
codificante de la enterotoxina O (seO 180pb). Carriles: 1-Marcador de peso molecular
de 100pb Bioron, Alemania. 2-Control Negativo de Reaccién. 3-Control Positivo de
Reaccion (180pb). 4 y 6 al 12- Muestras positivas (180 pb). 5-Muestra negativa.

Figura I. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de PCR simple para deteccion del gen
codificante de la enterotoxina U (seu 215pb). Carriles: 1-Marcador de peso molecular de
100pb Bioron, Alemania. 2-Control Negativo de Reaccion. 3-Control Positivo de
Reaccion (215pb). 5-Muestra negativa. 4 y 6 al 8-Muestras positivas (215pb).
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Figura J: Electroforesis en gel de agarosa al 2% de PCR muiltiple para la deteccion de
genes codificantes de las toxinas exfoliativas Ay B (119 y 200pb). Carriles: 1-Marcador
de peso molecular de 100pb Bioron, Alemania. 2-Control Positivo de Reaccion (etB
200pb y etA 119pb). 3-Control Negativo de Reaccion. 4 al 16-Muestras negativas.
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Figura K: Electroforesis en gel de agarosa al 2% de PCR mudltiple para la deteccién de
genes codificante de hemolisinas alfa y beta (hlA 704 pb y hIB 496 pb). Carriles: 1-
Marcador de peso molecular de 100pb Bioron, Alemania. 2-Control Negativo de
Reaccion. 3, 4 y 9- Muestras positivas para hla (704pb) 5 y 7-Muestras positivas para
hib (496pb). 6, 8 y 10-Muestras negativas. 11-Control Positivo de Reaccién (hla 704pb
y hlb 496pb).
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Figura L: Electroforesis en gel de agarosa al 2% de PCR simple para la deteccion del
gen codificante de la toxina del shock téxico (tsst-1 350 pb). Carriles: 1-Marcador de
peso molecular de 50 pb Jena Bioscience, Alemania. 2-Control Negativo de Reaccion.
3-Control Positivo de Reaccion (tsst-1 350 pb), 6, 7, 8, 12 al 16- Muestras positivas para
tsst-1 350 pb. 4, 5, 9, 10 y 11-Muestras negativas.
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Figura M: Electroforesis en gel de agarosa al 2% de PCR multiple para deteccion del
complejo ccrAB (tipo de recombinasa), necesario para tipificacion del cassette SCCmec.
Carriles: 1-Marcador de peso molecular de 100 pb Bioron, Alemania. 2-Control Negativo
de Reaccion. 3, 5 al 12-Muestras positivas para ccrA2/ccrB2 1000 pb. 4-Muestra positiva
para ccrAl/ccrB1 700 pb. 13-Control Positivo de Reaccién (ccrA2/ccrB2 1000 pb).
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Figura N: Electroforesis en gel de agarosa al 2% de PCR mudltiple para deteccién del
tipo mec, necesario para tipificacion del cassette SCCmec. Carriles: 1-Marcador de peso
molecular de 565 y 1000 pb. 2-Control Negativo de Reaccién. 3- Control de Positivo de
Reaccion (Clase B, 565 pb). 4 al 8 y 10 al 12-Muestras positivas para mecB 565 pb. 9-
Muestra negativa.
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Figura O. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de PCR simple para amplificacion del
gen de la proteina A (SpA typing): spa =300pb. Carriles: 1-Marcador de peso molecular
de 100pb Bioron, Alemania. 2-Control Negativo de Reacciéon. 3 al 14: Muestras
analizadas (spa =300pb). Todos los productos de PCR fueron secuenciados (Macrogen,
Corea) y posteriormente la secuencia editada y analizada (Bioedit y spa.ridom.de). La
variabilidad en el tamafio de los productos es debida a la variabilidad genética
observada entre aislamientos.
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Figura P. Electroforesis en Gel de Agarosa al 1% en Campo Pulsado, para analisis de
variabilidad genética. Carriles: 1 y 8-Cepa de referencia S. aureus NCTC 8325. 2 al 14:
Muestras SARM invasivas analizadas, el patrén de bandas obtenido es caracteristico
de cada tipo de clon identificado. En los carriles 3 y 12 se observa el pulsotipo
mayoritario PA, correspondiente al clon CC30-ST30-t019. En los carriles 2, 9, 11y 12
se observan subtipos del PA (1 = 6 bandas diferentes al PA). En el carril 14 se observa
el PB (= 7 bandas diferentes al PB), correspondiente al clon CC5-ST5-t311. En el carril
15 se observa un subtipo del PB (1 = 6 bandas diferentes al PB). En los carriles 4, 5, 6,
7,10 y 13 se observan otros pulsotipos minoritarios.
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assembly Quality (n=10).

ANEXO 7
Valores de calidad de los ensambles obtenidos con la herramienta Quast Genome

Report

GIP_15 fasta | GIP_B4 fasta | SCM_71 fasta | SGP_11 fasta | SGP 29 fasta | SGP_63 fasta | SGP_102 fasta | SIP_29 fasta | SCM_77 fasta | GIP_4 fasta | SHN_80 fasta
# contigs (== 0 bpl 127 88 746 20 66 2229 67 79 72 72 93
# contigs (>= 1000 bp) 115 44 654 70 35 2201 45 61 50 57 72
Total length (== 0 bp} 2583563 2775568 14898957 2723890 2806899 17828854 2863243 2669362 2775173 2900198 2755871
Total length (== 1000 bp) 2581624 2762520 14869872 2718452 2797777 17817511 2856549 2663828 2770598 2896209 2748624
# cantigs 115 52 671 72 a0 2208 a8 65 51 59 79
Largest contig 107643 390906, 712921 354810 984945, 107481 362040 284909 325044 226512 165559
Total length 2581624 2767805 14881909 2719656 2801912 17822726 2858763 2666158 2771113 2897788 2752704
GC (%) 32.99 3268 50.16 32.83 32567 55.65 33.32 32.85 32.74 33.35 32.78
N50 43870 137306 88514 81371 306045 11886 224570 79441 263702 93386 70837
N7S 19543 61371 41819 39918 159034 6626 79856 44639 58944 58104 47871
L50 21 ) 42 10 3 410 5 11 5 11 13
L75 a4 13 100 22 6 922 1 23 12 20 25
# N's per 100 kbp 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

All statistics are based on contigs of size >= 500 bp, unless otherwise noted
(e.g., "# contigs (>= 0 bp)" and "Total length (>= 0 bp)" include all contigs).
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ANEXO 8

Genomic Epidemiology, software Virulence Finder 2.0.3. (GIP_04)

Center for Genomic Epidemiology

Home Services Instructions Output

VirulenceFinder-2.0 Server - Results

Organism(s): S. aureus

Exoenzyme genes for 5. aureus

. Cuery |
Virull = Protei A
'{:;:fe Identity emplal:e Contig Posifion in contig m::m:;l :Ef:::"

S0l sas 02 NODE_288_length_8508_cow_70.7341  5108.5813 proteass APD14042.1
splA
sering

scla goss 08/ NODE_285_length_8508_cov_T0.7341  5108.5813 crateazs BAQDD0Z3.2
splA
sering

sclE sas | 122/ NODE_288_length_8508_cov_T0.7341 42504081 crateazs APD14042.1
splB

Hostimm genes fior 5. aureus
Query | - .
Yirulence Posi Accession
NODE_65_length_48174_cov_88.5375 45023..46414 stEphylokinase CPO00253.1

sak 99.8 %; NODE_G5_length_48174_cov_88.6375 45023..46414 staphylokinase CPO03878.1

NODE_G5_length_48174_cov_88.0375 45023..36414 staphylokinase HEG21097.1

Analisis de portacion de genes codificantes de factores de virulencia a partir de
los ensambles gendmicos, utilizando el servicio online de la plataforma Center for
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in genes for 5. aureus

Query / . .
m Template Fosiionin cunﬁg fE:II:tEII::.:‘I
length

Vinulence
factor

04a | hemalysin
higC 8989 gao NODE_4 length_183401_cov_05.2894 110252 111189 JemelEl CPO07539.1
C

NODE_12_length_108091_cov_76.0307  25787.27514

CPO0Z255.1
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ANEXO 9
Analisis de portacion de genes codificantes de factores de virulencia a partir de

los ensambles gendmicos, utilizando el servicio online de la plataforma Center for

Genomic Epidemiology, software Virulence Finder 2.0.3.

Bél;teocsie S.aureus_toxin
Aislamient Factor de % Namero de
0 Virulencia | Identidad | Cobertura Funcidén Proteica Acceso
higA 100.0 930/ 930 gamma-hemolysin chain Il precursor CP009554.1
higA 100.0 930/ 930 gamma-hemolysin chain |l precursor LN626917.1
higB 100.0 978/978 | gamma-hemolysin component B precursor BX571856.1
higC 100.0 948/ 948 gamma-hemolysin component C CP009554.1
lukF-PV 100.0 978/978 Panton Valentine leukocidin F component AB04978.2
lukS-PV 100.0 939/939 | Panton Valentine leukocidin S component AB045978.2
SGP_11 lukS-PV 100.0 939/939 | Panton Valentine leukocidin S component AB256039.1
Seg 99.87 7711778 enterotoxin G CP002388.1
Sei 100.0 729/ 729 enterotoxin | CP002388.1
Sem 99.86 720/ 720 enterotoxin M CP002388.1
Sen 97.85 651 /777 enterotoxin N AP014653.1
Seo 100.0 765/ 765 enterotoxin O CP002388.1
Seu 100.0 579/ 786 enterotoxin U CP002388.1
edinA 99.83 1156 /1156 | epidermal cell differentiation inhibitor A GQ900399.1
higA 100.0 930/ 930 gamma-hemolysin chain Il precursor CP001781.1
higB 100.0 977 /977 | gamma-hemolysin component B precursor BA000018.3
higC 100.0 948 /948 gamma-hemolysin component C BA000018.3
lukD 100.0 984 / 984 leukocidin D component BA000018.3
lukE 100.0 936/ 936 leukocidin E component BA000018.3
lukE 100.0 936 / 936 leukocidin E component CP001781.1
lukF-PV 100.0 978/ 978 Panton Valentine leukocidin F component AB04978.2
lukS-PV 100.0 939/939 | Panton Valentine leukocidin S component AB045978.2
SGP_29 lukS-PV 100.0 939/939 | Panton Valentine leukocidin S component AB256039.1
Sea 100.0 7831783 enterotoxin A CP010526.1
Sea 100.0 7831783 enterotoxin A CP010526.1
Seg 99.87 7771777 enterotoxin G CP001844.2
Sei 100.0 7291729 enterotoxin | BA000018.3
Sei 100.0 7291729 enterotoxin | CP011147.1
Sem 100.0 720/ 720 enterotoxin M BA000018.3
Sen 100.0 771777 enterotoxin N BA000018.3
Seo 100.0 7831783 enterotoxin O BA000018.3
Seu 99.61 7721771 enterotoxin U HE681097.1
higA 100.0 930/ 930 gamma-hemolysin chain Il precursor CP010295.1
higB 100.0 977 /977 | gamma-hemolysin component B precursor AP014942.1
higC 99.89 948/ 948 gamma-hemolysin component C CP007539.1
lukD 100.0 983 /983 leukocidin D component CP006838.1
lukD 100.0 983 /983 leukocidin D component CP007674.1
lukD 100.0 983 /983 leukocidin D component CP010300.1
SGP_63 luKE 100.0 936 / 936 leukocidin E component BA000033.2
luKE 100.0 936 / 936 leukocidin E component HF937103.1
lukF-PV 100.0 978 /978 Panton Valentine leukocidin F component CP012119.1
lukF-PV 100.0 978/ 978 Panton Valentine leukocidin F component HM584707.1
lukS-PV 100.0 939/939 | Panton Valentine leukocidin S component CP012119.1
Sek 100.0 460/ 729 enterotoxin K CP000255.1
Seq 100.0 626 /729 enterotoxin Q CP000255.1
higA 100.0 930/930 gamma-hemolysin chain Il precursor CP009554.1
higA 100.0 930/930 gamma-hemolysin chain Il precursor LN626917.1
higB 100.0 978/978 | gamma-hemolysin component B precursor BX571856.1
higC 100.0 948/ 948 gamma-hemolysin component C CP009554.1
lukF-PV 100.0 978/978 | Panton Valentine leukocidin F component AB04978.2
lukS-PV 100.0 939/939 | Panton Valentine leukocidin S component AB045978.2
SGP_102 lukS-PV 100.0 939/939 | Panton Valentine leukocidin S component AB256039.1
Seg 99.87 7781778 enterotoxin G CP002388.1
Sei 100.0 7291729 enterotoxin | CP002388.1
Sem 99.86 720/ 720 enterotoxin M CP002388.1
Sen 97.43 7771777 enterotoxin N AP014653.1
Seo 100.0 765/ 765 enterotoxin O CP002388.1
Seu 100.0 786/ 786 enterotoxin U CP002388.1
SIP 29 higA 100.0 930/930 gamma-hemolysin chain Il precursor CP009554.1
- higA 100.0 930/930 gamma-hemolysin chain Il precursor LN626917.1
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higB 100.0 978/978 | gamma-hemolysin component B precursor BX571856.1
higC 100.0 948/ 948 gamma-hemolysin component C CP009554.1
lukF-PV 100.0 978/978 | Panton Valentine leukocidin F component AB04978.2
lukS-PV 100.0 939/939 | Panton Valentine leukocidin S component AB045978.2
lukS-PV 100.0 939/939 | Panton Valentine leukocidin S component AB256039.1
Seg 99.73 7521778 enterotoxin G CP002388.1
Sei 100.0 729/ 729 enterotoxin | CP002388.1
Sem 99.86 720/ 720 enterotoxin M CP002388.1
Seo 100.0 765/ 765 enterotoxin O CP002388.1
higA 100.0 930/ 930 gamma-hemolysin chain Il precursor CP010295.1
higB 100.0 977 /977 | gamma-hemolysin component B precursor AP014942.1
higC 99.89 948 / 948 gamma-hemolysin component C CP007539.1
lukD 100.0 983 /983 leukocidin D component CP006838.1
lukD 100.0 983 /983 leukocidin D component CP007674.1
lukD 100.0 983 /983 leukocidin D component CP010300.1
GIP_04 lukE 100.0 936 / 936 leukocidin E component BA000033.2
lukE 100.0 936 / 936 leukocidin E component HF937103.1
lukF-PV 100.0 978/978 | Panton Valentine leukocidin F component CP012119.1
lukF-PV 100.0 978/978 | Panton Valentine leukocidin F component HM584707.1
lukS-PV 100.0 939/939 | Panton Valentine leukocidin S component CP012119.1
Sek 100.0 729/ 729 enterotoxin K CP000255.1
Seq 99.86 729/ 729 enterotoxin Q CP000255.1
Aur 100.0 1530/ 1530 aureolysin CP009554.1
splE 99.86 7171717 serine protease splE BX571856.1
higA 100.0 930/ 930 gamma-hemolysin chain Il precursor CP009554.1
higA 100.0 930/ 930 gamma-hemolysin chain |l precursor LN626917.1
higB 100.0 978/ 978 | gamma-hemolysin component B precursor BX571856.1
hlgC 100.0 948/ 948 gamma-hemolysin component C CP009554.1
lukF-PV 100.0 978/978 Panton Valentine leukocidin F component AB04978.2
GIP_64 lukS-PV 100.0 939/939 | Panton Valentine leukocidin S component AB045978.2
lukS-PV 100.0 939/939 | Panton Valentine leukocidin S component AB256039.1
Seg 99.87 7781778 enterotoxin G CP002388.1
Sei 100.0 7291729 enterotoxin | CP002388.1
Sem 99.86 720/ 720 enterotoxin M CP002388.1
Sen 97.43 7771777 enterotoxin N AP014653.1
Seo 100.0 765/ 765 enterotoxin O CP002388.1
Seu 100.0 786 / 786 enterotoxin U CP002388.1
higA 100.0 930/ 930 gamma-hemolysin chain Il precursor BA000018.3
higB 100.0 977 /977 | gamma-hemolysin component B precursor BA000018.3
higC 100.0 948 / 948 gamma-hemolysin component C BA000018.3
lukD 100.0 984 /984 leukocidin D component BA000018.3
lukE 100.0 936 / 936 leukocidin E component BA000018.3
SCM 71 lukE 100.0 936 / 936 leukocidin E component CP001781.1
- Seg 99.87 7771777 enterotoxin G CP001844.2
Sei 100.0 7291729 enterotoxin | BA000018.3
Sei 100.0 7291729 enterotoxin | CP011147.1
Sen 100.0 7771777 enterotoxin N BA000018.3
Seo 100.0 7831783 enterotoxin O BA000018.3
Seu 99.48 7721771 enterotoxin U HE681097.1
edinA 99.83 1156 /1156 epidermal cell differentiation inhibitor A GQ900399.1
higA 99.89 930/ 930 gamma-hemolysin chain Il precursor CP001781.1
higB 100.0 977 /977 | gamma-hemolysin component B precursor BA000018.3
higC 100.0 948/ 948 gamma-hemolysin component C BA000018.3
lukD 100.0 984 /984 leukocidin D component BA000018.3
luKE 99.89 936 / 936 leukocidin E component BA000018.3
luKE 99.89 936 / 936 leukocidin E component CP001781.1
lukF-PV 99.9 978/978 | Panton Valentine leukocidin F component AB04978.2
lukS-PV 100.0 939/939 | Panton Valentine leukocidin S component AB045978.2
SCM_77 lukS-PV 100.0 939/939 | Panton Valentine leukocidin S component AB256039.1
Sea 100.0 7831783 enterotoxin A CP010526.1
Sea 100.0 7831783 enterotoxin A CP010526.1
Seg 99.87 771777 enterotoxin G CP001844.2
Sei 100.0 7261729 enterotoxin | BA000018.3
Sei 100.0 7261729 enterotoxin | CP011147.1
Sem 100.0 720/ 720 enterotoxin M BA000018.3
Sen 100.0 771777 enterotoxin N BA000018.3
Seo 100.0 7831783 enterotoxin O BA000018.3
Seu 99.61 7721771 enterotoxin U HE681097.1
higA 100.0 930/ 930 gamma-hemolysin chain Il precursor CP009554.1
SHN 80 higA 100.0 930/930 gamma-hemolysin chain Il precursor LN626917.1
- higB 100.0 978/ 978 | gamma-hemolysin component B precursor BX571856.1
higC 100.0 948/ 948 gamma-hemolysin component C CP009554.1
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Sea 100.0 7741774 enterotoxin A AP009351.1
Sea 100.0 7741774 enterotoxin A DQ530361.1
Seg 99.87 7781778 enterotoxin G CP002388.1
Sei 100.0 729/ 729 enterotoxin | CP002388.1
Sem 99.72 720/ 720 enterotoxin M CP002388.1
Sen 97.3 7771777 enterotoxin N AP014653.1
Seo 100.0 745/ 765 enterotoxin O CP002388.1
Seu 100.0 786 / 786 enterotoxin U CP002388.1
Tst 100.0 705/ 705 toxic shock syndrome toxin-1 CP009554.1
Base de .
S.aureus_hostimm
Datos
Aislamient | Factor de % Namero de
o Virulencia | Identidad Cobertura Funcidén Proteica Acceso
Sak 99.8 492/ 492 Staphylokinase CP000253.1
SGP 11 Sak 99.8 492 / 492 Staphylokinase CP003979.1
- Sak 99.8 492 / 492 staphylokinase HE681097.1
Scn 100.0 351/351 staphylococcal complement inhibitor AP009351.1
SGP 29 Sak 100.0 492/ 492 staphylokinase CP007447.1
- Scn 100.0 351/351 staphylococcal complement inhibitor KF831354.1
Sak 99.8 492/ 492 staphylokinase CP000253.1
SGP 63 Sak 99.8 492 / 492 staphylokinase CP003979.1
- Sak 99.8 492 / 492 staphylokinase HE681097.1
Scn 100.0 351/351 staphylococcal complement inhibitor AP009351.1
Sak 99.8 492 / 492 staphylokinase CP000253.1
SGP 102 Sak 99.8 492 / 492 staphylokinase CP003979.1
- Sak 99.8 492 / 492 staphylokinase HE681097.1
Scn 100.0 351/351 staphylococcal complement inhibitor AP009351.1
Sak 99.8 492/ 492 staphylokinase CP000253.1
SIP 29 Sak 99.8 492/ 492 staphylokinase CP003979.1
- Sak 99.8 492 /492 staphylokinase HE681097.1
Scn 100.0 351/351 staphylococcal complement inhibitor AP009351.1
Sak 99.8 492 /492 staphylokinase CP000253.1
GIP 04 Sak 99.8 492 /492 staphylokinase CP003979.1
- Sak 99.8 492 /492 staphylokinase HE681097.1
Scn 100.0 351/351 staphylococcal complement inhibitor AP009351.1
Sak 99.8 492 /492 staphylokinase CP003979.1
GIP 64 Sak 99.8 492/ 492 staphylokinase HE681097.1
- Scn 100.0 351/351 staphylococcal complement inhibitor AP009351.1
Sak 99.8 492/ 492 staphylokinase CP000253.1
seM 71 Sak 100.0 492/ 492 staphylokinase CP007447.1
- Scn 99.72 351/351 staphylococcal complement inhibitor KF831354.1
SeM 77 Sak 100.0 492 /492 staphylokinase CP007447.1
- Scn 100.0 351/351 staphylococcal complement inhibitor KF831354.1
Sak 99.8 492/ 492 staphylokinase CP000253.1
SHN 80 Sak 99.8 492/ 492 staphylokinase CP003979.1
- Sak 99.8 492/ 492 staphylokinase HE681097.1
Scn 100.0 351/351 staphylococcal complement inhibitor AP009351.1
Bngoge S.aureus_exoenzyme
NUmero de
Aislamient Factor de % Funcién Proteica Acceso
0 Virulencia Identidad Cobertura
SGP 11 Aur 100.0 1530/ 1530 ' aureolysin CP009554.1
- SplE 99.86 7171717 serine protease splE BX571856.1
Aur 100.0 1530/ 1530 aureolysin BA000018.3
SGP_29 SplA 99.86 708/ 708 serine protease splA BA000018.3
splB 93.91 7231723 serine protease splB AP014942.1
Aur 100.0 1530/ 1530 aureolysin AP014942.1
Aur 100.0 1530/ 1530 aureolysin AP014942.1
SplA 99.86 708/ 708 serine protease splA AP014942.1
SGP_63 SplA 99.86 708 /708 serine protease splA BA000033.2
splB 99.45 7231723 serine protease splB AP014942.1
splE 99.86 7171717 serine protease splE AP009351.1
splE 99.86 7171717 serine protease splE CP007674.1
SGP 102 Aur 100.0 1530/ 1530 _ aureolysin CP009554.1
- splE 99.86 7171717 serine protease splE BX571856.1

125



SIP 29 Aur 100.0 1530 /1530 aureolysin CP009554.1
- splE 99.86 7171717 serine protease splE BX571856.1
Aur 100.0 1530 /1530 aureolysin AP014942.1

Aur 100.0 1530 /1530 aureolysin AP014942.1

SplA 99.86 708/ 708 serine protease splA AP014942.1

GIP_04 splA 99.86 708/ 708 serine protease splA BA000033.2
splB 99.45 7231723 serine protease splB AP014942.1

splE 100.0 717 /717 serine protease splE AP009351.1

splE 100.0 7171717 serine protease splE CP007674.1

GIP 64 Aur 100.0 1530 /1530 _ aureolysin CP009554.1
- splE 99.86 717 /717 serine protease splE BX571856.1

Aur 100.0 1530 /1530 Aureolysin BA000018.3

SCM_71 splA 100.0 708/ 708 serine protease splA BA000018.3
splB 100.0 511/723 serine protease splB BA000018.3

Aur 100.0 1530 /1530 Aureolysin BA000018.3

SCM_77 splA 100.0 708/ 708 serine protease splA BA000018.3
splB 100.0 7231723 serine protease splB BA000018.3

SHN 80 Aur 100.0 1530/ 1530 _ Aureolysin CP009554.1
- splE 99.86 7171717 serine protease splE BX571856.1
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ANEXO 10

Deteccion de genes codificantes de Factores de Virulencia: Abricate + Virulence
Factor Data Base (VFDB)

Aislamie %Cobe | %ldenti

nto Gen rtura dad PRODUCT
SGP_11 geh 100.00 97.64 (geh) glycerol ester hydrolase [Lipase (VF0012)]
SGP_11 essB 100.00 99.03 (essB) type VIl secretion system protein EssB monotopic membrane protein [Type VIl secretion system (VF0403)]
SGP_11 esaB 100.00 98.35 (esaB) type VII secretion system protein EsaB [Type VIl secretion system (VF0403)]
SGP_11 essA 100.00 99.78 (essA) type VIl secretion system protein EssA monotopic membrane protein [Type VIl secretion system (VF0403)]
SGP_11 esaA 100.00 99.14 (esaA) type VII secretion system protein EsaA [Type VIl secretion system (VF0403)]
SGP_11 esxA 100.00 99.66 (esxA) type VIl secretion system protein secreted protein EsxA [Type VII secretion system (VF0403)]
SGP_11 cap8P | 100.00 98.95 (cap8P) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8P [Capsule (VFO003)]
SGP_11 cap80 [ 100.00 99.13 (cap80) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap80 [Capsule (VF0003)]
SGP_11 cap8N 100.00 97.97 (cap8N) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8N [Capsule (VFO003)]
SGP_11 cap8M | 100.00 98.57 (cap8M) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8M [Capsule (VF0003)]
SGP_11 cap8L 100.00 98.92 (cap8L) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8L [Capsule (VF0003)]
SGP_11 cap8K | 100.00 99.03 (cap8K) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8K [Capsule (VFO003)]
SGP_11 cap8J 100.00 98.92 (cap8J) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8J [Capsule (VF0003)]
SGP_11 cap8l 100.00 98.85 (cap8l) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8l [Capsule (VF0003)]
SGP_11 cap8H 100.00 98.61 (cap8H) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8H [Capsule (VF0003)]
SGP_11 cap8G | 100.00 99.02 (cap8G) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8G [Capsule (VF0003)]
SGP_11 cap8F 100.00 98.38 (cap8F) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8F [Capsule (VF0003)]
SGP_11 cap8E | 100.00 98.74 (cap8E) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8E [Capsule (VF0003)]
SGP_11 cap8D | 100.00 98.19 (cap8D) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8D [Capsule (VF0003)]
SGP_11 cap8C | 100.00 99.61 (cap8C) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8C [Capsule (VF0003)]
SGP_11 cap8B 99.85 92.86 (cap8B) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8B [Capsule (VF0003)]
SGP_11 cap8A | 100.00 99.03 (cap8A) capsular polysaccharide synthesis enzyme [Capsule (VF0003)]
SGP_11 spa 100.00 97.90 (spa) Immunoglobulin G binding protein A precursor [SpA (VF0017)]
SGP_11 hid 100.00 99.26 (hid) delta-hemolysin [<delta>-hemolysin (VF0007)]
SGP_11 hlb 82.07 96.44 (hlb) beta-hemolysin [<beta>-hemolysin (VFO002)]***
SGP_11 map 99.15 86.07 (map) extracellular proteins Map [Eap/Map (VFO016)]**
SGP_11 clfB 99.89 90.27 (clfB) Clumping factor B adhesin [Clumping factor (VF0004)]
SGP_11 aur 100.00 89.08 (aur) zinc metalloproteinase aureolysin [Aureolysin (VF0024)]
SGP_11 icaR 100.00 99.47 (icaR) ica operon transcriptional regulator IcaR [Intercellular adhesion proteins (VF0014)]

(icaA) N-acetylglucosaminyltransferase involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
SGP_11 icaA 100.00 99.44 adhesion proteins (VF0014)]

(icaD) intercellular adhesion protein D involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
SGP_11 icaD 99.67 98.37 adhesion proteins (VF0014)]

(icaB) N-deacetylase involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular adhesion proteins
SGP_11 icaB 100.00 | 99.31 (VF0014)]

(icaC) intercellular adhesion protein C involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
SGP_11 icaC 100.00 97.15 adhesion proteins (VF0014)]
SGP_11 lip 100.00 98.39 (lip) triacylglycerol lipase precursor [Lipase (CVF091)]
SGP_11 cha 100.00 98.23 (cna) collagen adhesin precursor [CNA (VF0005)]
SGP_11 adsA 100.00 97.15 (adsA) Adenosine synthase A [AdsA (VF0422)]
SGP_11 sdrE 99.59 88.68 (sdrE) Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein [SDr (VF0019)]
SGP_11 hysA 98.69 92.89 (hysA) hyaluronate lyase precursor [Hyaluronate lyase (VF0013)]
SGP_11 fnbA 90.78 88.22 (fnbA) fibronectin-binding protein A [FnBPs (VF0010)]
SGP_11 clfA 100.00 90.01 (clfA) Clumping factor A fibrinogen-binding protein [Clumping factor (VF0004)]
SGP_11 VWhbp 98.30 82.15 (WVbp) secreted von Willebrand factor-binding protein precursor WV bp (VF0420)]*
SGP_11 Il‘IF"(\? 100.00 99.79 (lukS-PV) Panton-Valentine leukocidin chain S precursor [PVL (VF0018)]
SGP_11 | lukF-PV [ 100.00 | 100.00 (lukF-PV) Panton-Valentine leukocidin chain F precursor [PVL (VF0018)]
SGP_11 sspC 100.00 99.09 (sspC) Staphostatin B [Staphopain (VF0006)]
SGP_11 sspB 100.00 97.29 (sspB) staphopain cysteine proteinase SspB [Staphopain (VF0006)]
SGP_11 SSpA 96.04 94.03 (sspA) serine protease; V8 protease; glutamyl endopeptidase [V8 protease (VF0023)]
SGP_11 isdB 99.85 95.80 (isdB) iron-regulated surface determinant protein B haemoglobin receptor [Isd (VFO015)]*
SGP_11 isdA 100.00 94.18 (isdA) iron-regulated surface determinant protein A [Isd (VFO015)]*
SGP_11 isdC 100.00 96.78 (isdC) iron-regulated surface determinant protein C [Isd (VF0015)]*
SGP_11 isdD 100.00 98.51 (isdD) iron-regulated surface determinant protein D [Isd (VF0015)]
SGP_11 isdE 100.00 99.89 (isdE) iron-regulated surface determinant protein E [Isd (VFO015)]*

(isdF) iron-regulated surface determinant protein F ATP-binding-cassette-type transmembrane transporter [Isd

SGP_11 isdF 100.00 | 99.07 (VF0015)]
SGP_11 srB 100.00 98.91 (srtB) NPQTN specific sortase B [Isd (VF0015)]
SGP_11 isdG 100.00 99.38 (isdG) iron-regulated surface determinant protein G [Isd (VF0015)]
SGP_11 sak 100.00 99.39 (sak) Staphylokinase precursor [Staphylokinase (VF0021)]
SGP_11 chp 100.00 [ 100.00 (chp) chemotaxis-inhibiting protein CHIPS [CHIPS (VF0424)]*
SGP_11 scn 100.00 | 100.00 (scn) complement inhibitor SCIN [SCIN (VF0425)]*
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SGP_11 hysA 97.88 80.66 (hysA) hyaluronate lyase precursor [Hyaluronate lyase (VF0013)]
SGP_11 sdrC 96.48 87.73 (sdrC) Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein [SDr (VF0019)]
SGP_11 shi 100.00 94.44 (sbi) IgG-binding protein SBI [Sbi (VF0423)]
SGP_11 higA 100.00 99.46 (higA) gamma-hemolysin chain Il precursor [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SGP_11 higC 100.00 95.67 (higC) gamma-hemolysin component C [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SGP_11 higB 99.90 94.58 (higB) gamma-hemolysin component B [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SGP_11 ebp 100.00 98.77 (ebp) cell surface elastin binding protein [EbpS (VF0008)]
SGP_29 hly/hla | 100.00 99.79 (hly/hla) Alpha-Hemolysin precursor [<alpha>-hemolysin (VFO001)]
SGP_29 isdG 100.00 99.69 (isdG) iron-regulated surface determinant protein G [Isd (VF0015)]
SGP_29 srtB 100.00 99.59 (srtB) NPQTN specific sortase B [Isd (VF0015)]
(isdF) iron-regulated surface determinant protein F ATP-binding-cassette-type transmembrane transporter [Isd

SGP_29 isdF 100.00 99.59 (VF0015)]
SGP_29 isdE 100.00 [ 100.00 (isdE) iron-regulated surface determinant protein E [Isd (VF0015)]*
SGP_29 isdD 100.00 99.72 (isdD) iron-regulated surface determinant protein D [Isd (VF0015)]
SGP_29 isdC 100.00 | 100.00 (isdC) iron-regulated surface determinant protein C [Isd (VF0015)]*
SGP_29 isdA 100.00 | 100.00 (isdA) iron-regulated surface determinant protein A [Isd (VF0015)]*
SGP_29 isdB 100.00 98.92 (isdB) iron-regulated surface determinant protein B haemoglobin receptor [Isd (VFO015)]*
SGP_29 SSpA 100.00 94.95 (sspA) serine protease; V8 protease; glutamyl endopeptidase [V8 protease (VF0023)]
SGP_29 sspB 100.00 99.83 (sspB) staphopain cysteine proteinase SspB [Staphopain (VF0006)]
SGP_29 sspC 100.00 99.70 (sspC) Staphostatin B [Staphopain (VF0006)]
SGP_29 clfA 92.68 89.83 (clfA) Clumping factor A fibrinogen-binding protein [Clumping factor (VF0004)]
SGP_29 sdrE 99.47 95.06 (sdrE) Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein [SDr (VF0019)]
SGP_29 sdrD 95.23 92.80 (sdrD) Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein [SDr (VF0019)]
SGP_29 sdrC 97.00 91.88 (sdrC) Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein [SDr (VF0019)]
SGP_29 hlb 82.98 99.27 (hlb) beta-hemolysin [<beta>-hemolysin (VFO002)]***
SGP_29 hid 100.00 99.26 (hld) delta-hemolysin [<delta>-hemolysin (VF0007)]
SGP_29 adsA 100.00 96.46 (adsA) Adenosine synthase A [AdsA (VF0422)]
SGP_29 sea 100.00 98.84 (sea) staphylococcal enterotoxin A precursor [SE (VF0020)]
SGP_29 ebp 100.00 99.80 (ebp) cell surface elastin binding protein [EbpS (VF0008)]
SGP_29 | lukF-PV | 100.00 | 100.00 (lukF-PV) Panton-Valentine leukocidin chain F precursor [PVL (VF0018)]
SGP_29 IuFlf\? 100.00 99.79 (lukS-PV) Panton-Valentine leukocidin chain S precursor [PVL (VF0018)]
SGP_29 | IlukF-PV | 98.98 82.37 (lukF-PV) Panton-Valentine leukocidin chain F precursor [PVL (VF0018)]
SGP_29 hysA 98.73 94.67 (hysA) hyaluronate lyase precursor [Hyaluronate lyase (VF0013)]
SGP_29 shi 99.77 98.17 (sbi) IgG-binding protein SBI [Sbi (VF0423)]
SGP_29 higA 100.00 99.78 (higA) gamma-hemolysin chain Il precursor [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SGP_29 higC 100.00 99.47 (hlgC) gamma-hemolysin component C [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SGP_29 higB 100.00 99.80 (higB) gamma-hemolysin component B [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SGP_29 fnbB 99.22 85.83 (fnbB) fibronectin-binding protein B [FnBPs (VF0010)]
SGP_29 fnbA 91.73 95.96 (fnbA) fibronectin-binding protein A [FnBPs (VF0010)]
SGP_29 clfB 96.59 90.94 (clfB) Clumping factor B adhesin [Clumping factor (VF0004)]
SGP_29 aur 100.00 99.67 (aur) zinc metalloproteinase aureolysin [Aureolysin (VF0024)]
SGP_29 icaR 100.00 99.82 (icaR) ica operon transcriptional regulator IcaR [Intercellular adhesion proteins (VF0014)]

(icaA) N-acetylglucosaminyltransferase involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
SGP_29 icaA 100.00 99.84 adhesion proteins (VF0014)]

(icaD) intercellular adhesion protein D involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
SGP_29 icaD 100.00 99.67 adhesion proteins (VF0014)]

(icaB) N-deacetylase involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular adhesion proteins
SGP_29 icaB 100.00 | 99.89 (VF0014)]

(icaC) intercellular adhesion protein C involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
SGP_29 icaC 100.00 99.43 adhesion proteins (VF0014)]
SGP_29 lip 100.00 98.97 (lip) triacylglycerol lipase precursor [Lipase (CVF091)]
SGP_29 esxB 100.00 97.46 (esxB) type VIl secretion system protein secreted protein EsxB [Type VII secretion system (VF0403)]
SGP_29 esaC 100.00 97.71 (esaC) type VIl secretion system protein secreted protein EsxC [Type VIl secretion system (VF0403)]
SGP_29 essC 100.00 98.47 (essC) type VI secretion system protein EssC FtsK/SpolllE family ATPase [Type VII secretion system (VF0403)]
SGP_29 essB 100.00 99.03 (essB) type VIl secretion system protein EssB monotopic membrane protein [Type VII secretion system (VF0403)]
SGP_29 esaB 100.00 99.59 (esaB) type VII secretion system protein EsaB [Type VII secretion system (VF0403)]
SGP_29 essA 100.00 98.26 (essA) type VIl secretion system protein EssA monotopic membrane protein [Type VII secretion system (VF0403)]
SGP_29 esaA 100.00 98.91 (esaA) type VI secretion system protein EsaA [Type VII secretion system (VF0403)]
SGP_29 esxA 100.00 [ 100.00 (esxA) type VIl secretion system protein secreted protein EsxA [Type VIl secretion system (VF0403)]
SGP_29 cap8P | 100.00 99.56 (cap8P) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8P [Capsule (VF0003)]
SGP_29 cap80O | 100.00 99.05 (cap80) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap80 [Capsule (VF0003)]
SGP_29 cap8N 100.00 99.44 (cap8N) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8N [Capsule (VF0003)]
SGP_29 cap8M | 100.00 99.46 (cap8M) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8M [Capsule (VF0003)]
SGP_29 cap8L 100.00 99.50 (cap8L) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8L [Capsule (VF0003)]
SGP_29 cap8G | 100.00 99.47 (cap8G) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8G [Capsule (VF0003)]
SGP_29 cap8F 100.00 99.46 (cap8F) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8F [Capsule (VF0003)]
SGP_29 cap8E | 100.00 99.22 (cap8E) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8E [Capsule (VF0003)]
SGP_29 cap8D | 100.00 99.73 (cap8D) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8D [Capsule (VFO003)]
SGP_29 cap8C | 100.00 99.74 (cap8C) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8C [Capsule (VF0003)]
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SGP_29 cap8B | 100.00 98.98 (cap8B) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8B [Capsule (VF0003)]
SGP_29 cap8A | 100.00 99.81 (cap8A) capsular polysaccharide synthesis enzyme [Capsule (VF0003)]
SGP_29 geh 100.00 99.13 (geh) glycerol ester hydrolase [Lipase (VF0012)]
SGP_29 sak 100.00 99.59 (sak) Staphylokinase precursor [Staphylokinase (VF0021)]
SGP_29 chp 100.00 99.33 (chp) chemotaxis-inhibiting protein CHIPS [CHIPS (VF0424)]*
SGP_29 scn 100.00 99.72 (scn) complement inhibitor SCIN [SCIN (VF0425)]*
SGP_29 map 80.91 89.44 (map) extracellular proteins Map [Eap/Map (VF0016)]**
SGP_29 spa 100.00 97.01 (spa) Immunoglobulin G binding protein A precursor [SpA (VF0017)]
SGP_63 shi 99.77 97.87 (shi) IgG-binding protein SBI [Shi (VF0423)]
SGP_63 higA 100.00 99.46 (higA) gamma-hemolysin chain Il precursor [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SGP_63 higC 100.00 99.47 (higC) gamma-hemolysin component C [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SGP_63 higB 100.00 99.90 (higB) gamma-hemolysin component B [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SGP_63 clfA 98.10 95.55 (clfA) Clumping factor A fibrinogen-binding protein [Clumping factor (VF0004)]
SGP_63 hlb 82.98 100.00 (hlb) beta-hemolysin [<beta>-hemolysin (VF0002)]***
SGP_63 clfB 98.35 91.42 (clfB) Clumping factor B adhesin [Clumping factor (VF0004)]
SGP_63 sdrD 95.13 96.94 (sdrD) Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein [SDr (VF0019)]
SGP_63 sdrC 98.33 94.26 (sdrC) Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein [SDr (VF0019)]
SGP_63 spa 100.00 94.89 (spa) Immunoglobulin G binding protein A precursor [SpA (VF0017)]

(icaB) N-deacetylase involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular adhesion proteins
SGP_63 icaB 100.00 | 100.00 (VF0014)]

(icaD) intercellular adhesion protein D involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
SGP_63 icaD 100.00 | 100.00 adhesion proteins (VF0014)]

(icaA) N-acetylglucosaminyltransferase involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
SGP_63 icaA 100.00 99.92 adhesion proteins (VF0014)]
SGP_63 icaR 91.80 100.00 (icaR) ica operon transcriptional regulator IcaR [Intercellular adhesion proteins (VF0014)]
SGP_63 fnbB 98.91 86.55 (fnbB) fibronectin-binding protein B [FnBPs (VF0010)]
SGP_63 fnbA 99.64 87.68 (fnbA) fibronectin-binding protein A [FnBPs (VF0010)]
SGP_63 | lukF-PV | 98.98 82.06 (lukF-PV) Panton-Valentine leukocidin chain F precursor [PVL (VF0018)]
SGP_63 aur 100.00 99.61 (aur) zinc metalloproteinase aureolysin [Aureolysin (VF0024)]
SGP_63 cap8P | 100.00 99.39 (cap8P) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8P [Capsule (VF0003)]
SGP_63 cap80O [ 100.00 98.73 (cap80) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap80 [Capsule (VF0003)]
SGP_63 cap8N 100.00 98.65 (cap8N) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8N [Capsule (VFO003)]
SGP_63 cap8M | 100.00 99.82 (cap8M) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8M [Capsule (VF0003)]
SGP_63 cap8L 100.00 99.75 (cap8L) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8L [Capsule (VF0003)]
SGP_63 geh 100.00 99.61 (geh) glycerol ester hydrolase [Lipase (VF0012)]
SGP_63 esxB 100.00 99.36 (esxB) type VIl secretion system protein secreted protein EsxB [Type VIl secretion system (VF0403)]
SGP_63 esaC 100.00 98.73 (esaC) type VIl secretion system protein secreted protein EsxC [Type VIl secretion system (VF0403)]
SGP_63 essC 100.00 98.69 (essC) type VIl secretion system protein EssC FtsK/SpolllE family ATPase [Type VIl secretion system (VF0403)]
SGP_63 essB 100.00 99.92 (essB) type VIl secretion system protein EssB monotopic membrane protein [Type VIl secretion system (VF0403)]
SGP_63 esaB 100.00 [ 100.00 (esaB) type VI secretion system protein EsaB [Type VII secretion system (VF0403)]
SGP_63 essA 100.00 99.78 (essA) type VIl secretion system protein EssA monotopic membrane protein [Type VIl secretion system (VF0403)]
SGP_63 esaA 100.00 99.14 (esaA) type VI secretion system protein EsaA [Type VIl secretion system (VF0403)]
SGP_63 esxA 100.00 [ 100.00 (esxA) type VIl secretion system protein secreted protein EsxA [Type VIl secretion system (VF0403)]
SGP_63 Iqu\? 100.00 [ 100.00 (lukS-PV) Panton-Valentine leukocidin chain S precursor [PVL (VF0018)]
SGP_63 | IlukF-PV | 100.00 99.90 (lukF-PV) Panton-Valentine leukocidin chain F precursor [PVL (VF0018)]
SGP_63 ebp 100.00 98.02 (ebp) cell surface elastin binding protein [EbpS (VF0008)]
SGP_63 adsA 100.00 96.72 (adsA) Adenosine synthase A [AdsA (VF0422)]
SGP_63 sspC 100.00 99.70 (sspC) Staphostatin B [Staphopain (VF0006)]
SGP_63 sspB 100.00 99.07 (sspB) staphopain cysteine proteinase SspB [Staphopain (VF0006)]
SGP_63 SSpA 100.00 96.44 (sspA) serine protease; V8 protease; glutamyl endopeptidase [V8 protease (VF0023)]
SGP_63 chp 89.11 99.75 (chp) chemotaxis-inhibiting protein CHIPS [CHIPS (VF0424)]*
SGP_63 sak 100.00 99.39 (sak) Staphylokinase precursor [Staphylokinase (VF0021)]
SGP_63 hysA 98.53 90.58 (hysA) hyaluronate lyase precursor [Hyaluronate lyase (VF0013)]
SGP_63 isdB 100.00 | 100.00 (isdB) iron-regulated surface determinant protein B haemoglobin receptor [Isd (VF0015)]*
SGP_63 isdA 100.00 [ 100.00 (isdA) iron-regulated surface determinant protein A [Isd (VF0015)]*
SGP_63 isdC 100.00 [ 100.00 (isdC) iron-regulated surface determinant protein C [Isd (VF0015)]*
SGP_63 isdD 100.00 99.81 (isdD) iron-regulated surface determinant protein D [Isd (VF0015)]
SGP_63 isdE 100.00 [ 100.00 (isdE) iron-regulated surface determinant protein E [Isd (VFO015)]*

(isdF) iron-regulated surface determinant protein F ATP-binding-cassette-type transmembrane transporter [Isd

SGP_63 isdF 100.00 | 99.69 (VF0015)]
SGP_63 srB 100.00 99.59 (srtB) NPQTN specific sortase B [Isd (VF0015)]
SGP_63 isdG 100.00 [ 100.00 (isdG) iron-regulated surface determinant protein G [Isd (VF0015)]
SGP_63 cap8A 88.18 98.90 (cap8A) capsular polysaccharide synthesis enzyme [Capsule (VFO003)]
SGP_63 cap8B 100.00 98.98 (cap8B) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8B [Capsule (VF0003)]
SGP_63 cap8C | 100.00 99.61 (cap8C) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8C [Capsule (VF0003)]
SGP_63 cap8D | 100.00 99.84 (cap8D) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8D [Capsule (VF0003)]
SGP_63 cap8E | 100.00 99.12 (cap8E) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8E [Capsule (VF0003)]
SGP_63 cap8F 100.00 99.55 (cap8F) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8F [Capsule (VF0003)]
SGP_63 cap8G | 100.00 99.56 (cap8G) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8G [Capsule (VF0003)]
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SGP_63 lip 100.00 [ 100.00 (lip) triacylglycerol lipase precursor [Lipase (CVF091)]
SGP_63 acpXL 94.94 80.89 (acpXL) acyl carrier protein [LPS (CVF383)]*****
SGP_63 hid 94.07 99.21 (hid) delta-hemolysin [<delta>-hemolysin (VF0007)]
SGP_63 sdrE 98.69 96.62 (sdrE) Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein [SDr (VF0019)]
SGP_102 hysA 97.88 80.66 (hysA) hyaluronate lyase precursor [Hyaluronate lyase (VF0013)]
SGP_102 sdrC 89.61 88.94 (sdrC) Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein [SDr (VF0019)]
SGP_102 sdrD 83.11 90.11 (sdrD) Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein [SDr (VF0019)]
SGP_102 sdrE 99.59 88.68 (sdrE) Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein [SDr (VF0019)]
SGP_102 hlb 82.07 96.44 (hlb) beta-hemolysin [<beta>-hemolysin (VF0002)]***
SGP_102 hid 100.00 99.26 (hld) delta-hemolysin [<delta>-hemolysin (VF0007)]
SGP_102 sak 100.00 99.39 (sak) Staphylokinase precursor [Staphylokinase (VF0021)]
SGP_102 chp 100.00 [ 100.00 (chp) chemotaxis-inhibiting protein CHIPS [CHIPS (VF0424)]*
SGP_102 scn 100.00 [ 100.00 (scn) complement inhibitor SCIN [SCIN (VF0425)]*
SGP_102 map 99.15 86.07 (map) extracellular proteins Map [Eap/Map (VFO016)]**
SGP_102 geh 100.00 97.64 (geh) glycerol ester hydrolase [Lipase (VF0012)]
SGP_102 essB 100.00 99.03 (essB) type VIl secretion system protein EssB monotopic membrane protein [Type VII secretion system (VF0403)]
SGP_102 esaB 100.00 98.35 (esaB) type VI secretion system protein EsaB [Type VIl secretion system (VF0403)]
SGP_102 essA 100.00 99.78 (essA) type VIl secretion system protein EssA monotopic membrane protein [Type VII secretion system (VF0403)]
SGP_102 esaA 100.00 99.14 (esaA) type VI secretion system protein EsaA [Type VIl secretion system (VF0403)]
SGP_102 esxA 100.00 99.66 (esxA) type VIl secretion system protein secreted protein EsxA [Type VIl secretion system (VF0403)]
SGP_102 | cap8P | 100.00 98.95 (cap8P) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8P [Capsule (VFO003)]
SGP_102 | cap80O | 100.00 99.13 (cap80) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap80 [Capsule (VF0003)]
SGP_102 | cap8N 100.00 97.97 (cap8N) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8N [Capsule (VFO003)]
SGP_102 | cap8M | 100.00 98.57 (cap8M) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8M [Capsule (VF0003)]
SGP_102 | cap8L 100.00 98.92 (cap8L) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8L [Capsule (VF0003)]
SGP_102 | cap8K | 100.00 99.03 (cap8K) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8K [Capsule (VF0003)]
SGP_102 cap8J 100.00 98.92 (cap8J) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8J [Capsule (VF0003)]
SGP_102 cap8l 100.00 98.85 (cap8l) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8l [Capsule (VF0003)]
SGP_102 | cap8H 100.00 98.61 (cap8H) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8H [Capsule (VF0003)]
SGP_102 | cap8G | 100.00 99.02 (cap8G) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8G [Capsule (VF0003)]
SGP_102 | cap8F 100.00 98.38 (cap8F) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8F [Capsule (VF0003)]
SGP_102 | cap8E | 100.00 98.74 (cap8E) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8E [Capsule (VF0003)]
SGP_102 | cap8D | 100.00 98.19 (cap8D) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8D [Capsule (VF0003)]
SGP_102 | cap8C | 100.00 99.61 (cap8C) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8C [Capsule (VF0003)]
SGP_102 | cap8B 99.85 92.86 (cap8B) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8B [Capsule (VF0003)]
SGP_102 | cap8A | 100.00 99.03 (cap8A) capsular polysaccharide synthesis enzyme [Capsule (VF0003)]
SGP_102 spa 100.00 97.90 (spa) Immunoglobulin G binding protein A precursor [SpA (VF0017)]
SGP_102 hysA 98.69 92.89 (hysA) hyaluronate lyase precursor [Hyaluronate lyase (VF0013)]
SGP_102 shi 100.00 94.44 (sbi) IgG-binding protein SBI [Sbi (VF0423)]
SGP_102 higA 100.00 99.46 (higA) gamma-hemolysin chain Il precursor [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SGP_102 higC 100.00 95.67 (higC) gamma-hemolysin component C [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SGP_102 higB 99.90 94.58 (higB) gamma-hemolysin component B [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SGP_102 clfB 99.89 90.27 (clfB) Clumping factor B adhesin [Clumping factor (VF0004)]
SGP_102 aur 100.00 89.08 (aur) zinc metalloproteinase aureolysin [Aureolysin (VF0024)]
SGP_102 icaR 100.00 99.47 (icaR) ica operon transcriptional regulator Icar [Intercellular adhesion proteins (VF0014)]

(icaA) N-acetylglucosaminyltransferase involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
SGP_102 icaA 100.00 99.44 adhesion proteins (VF0014)]

(icaD) intercellular adhesion protein D involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
SGP_102 icaD 99.67 98.37 adhesion proteins (VF0014)]

(icaB) N-deacetylase involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular adhesion proteins
SGP_102 icaB 100.00 | 99.31 (VF0014)]

(icaC) intercellular adhesion protein C involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
SGP_102 icaC 100.00 97.15 adhesion proteins (VF0014)]
SGP_102 lip 100.00 98.39 (lip) triacylglycerol lipase precursor [Lipase (CVF091)]
SGP_102 adsA 100.00 97.15 (adsA) Adenosine synthase A [AdsA (VF0422)]
SGP_102 VWhbp 98.30 82.15 (WVbp) secreted von Willebrand factor-binding protein precursor [WVbp (VF0420)]*
SGP_102 clfA 92.75 89.35 (clfA) Clumping factor A fibrinogen-binding protein [Clumping factor (VF0004)]
SGP_102 | hly/hla | 100.00 94.69 (hly/hla) Alpha-Hemolysin precursor [<alpha>-hemolysin (VF0001)]
SGP_102 isdG 100.00 99.38 (isdG) iron-regulated surface determinant protein G [Isd (VF0015)]
SGP_102 srB 100.00 98.91 (srtB) NPQTN specific sortase B [Isd (VF0015)]

(isdF) iron-regulated surface determinant protein F ATP-binding-cassette-type transmembrane transporter [Isd

SGP_102 isdF 100.00 | 99.07 (VF0015)]
SGP_102 isdE 100.00 99.89 (isdE) iron-regulated surface determinant protein E [Isd (VFO015)]*
SGP_102 isdD 100.00 98.51 (isdD) iron-regulated surface determinant protein D [Isd (VF0015)]
SGP_102 isdC 100.00 96.78 (isdC) iron-regulated surface determinant protein C [Isd (VF0015)]*
SGP_102 isdA 100.00 94.18 (isdA) iron-regulated surface determinant protein A [Isd (VFO015)]*
SGP_102 isdB 99.85 95.80 (isdB) iron-regulated surface determinant protein B haemoglobin receptor [Isd (VFO015)]*
SGP_102 SSpA 96.04 94.03 (sspA) serine protease; V8 protease; glutamyl endopeptidase [V8 protease (VF0023)]
SGP_102 sspB 100.00 97.29 (sspB) staphopain cysteine proteinase SspB [Staphopain (VF0006)]
SGP_102 sspC 100.00 99.09 (sspC) Staphostatin B [Staphopain (VF0006)]
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SGP_102 ebp 100.00 98.77 (ebp) cell surface elastin binding protein [EbpS (VF0008)]
SGP_102 | lukF-PV | 100.00 | 100.00 (lukF-PV) Panton-Valentine leukocidin chain F precursor [PVL (VF0018)]
SGP_102 ILIFl:\? 100.00 99.79 (lukS-PV) Panton-Valentine leukocidin chain S precursor [PVL (VF0018)]
SIP_29 shi 100.00 94.44 (sbi) IgG-binding protein SBI [Sbi (VF0423)]
SIP_29 higA 100.00 99.46 (higA) gamma-hemolysin chain Il precursor [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SIP_29 higC 100.00 95.67 (higC) gamma-hemolysin component C [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SIP_29 higB 99.90 94.58 (higB) gamma-hemolysin component B [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SIP_29 fnbA 90.78 88.22 (fnbA) fibronectin-binding protein A [FnBPs (VF0010)]
SIP_29 isdB 99.85 95.80 (isdB) iron-regulated surface determinant protein B haemoglobin receptor [Isd (VF0015)]*
SIP_29 isdA 100.00 94.18 (isdA) iron-regulated surface determinant protein A [Isd (VF0015)]*
SIP_29 isdC 100.00 96.78 (isdC) iron-regulated surface determinant protein C [Isd (VF0015)]*
SIP_29 isdD 100.00 98.51 (isdD) iron-regulated surface determinant protein D [Isd (VFO015)]
SIP_29 isdE 100.00 99.89 (isdE) iron-regulated surface determinant protein E [Isd (VF0015)]*
(isdF) iron-regulated surface determinant protein F ATP-binding-cassette-type transmembrane transporter [Isd
SIP_29 isdF 100.00 | 99.07 (VF0015)]
SIP_29 srtB 100.00 98.91 (srtB) NPQTN specific sortase B [Isd (VF0015)]
SIP_29 isdG 100.00 99.38 (isdG) iron-regulated surface determinant protein G [Isd (VF0015)]
SIP_29 SSpA 96.04 94.03 (sspA) serine protease; V8 protease; glutamyl endopeptidase [V8 protease (VF0023)]
SIP_29 sspB 100.00 97.29 (sspB) staphopain cysteine proteinase SspB [Staphopain (VF0006)]
SIP_29 sspC 100.00 99.09 (sspC) Staphostatin B [Staphopain (VF0006)]
SIP_29 ebp 100.00 98.77 (ebp) cell surface elastin binding protein [EbpS (VF0008)]
SIP_29 lukF-PV | 100.00 | 100.00 (lukF-PV) Panton-Valentine leukocidin chain F precursor [PVL (VF0018)]
SIP_29 IuFl’(\? 100.00 99.79 (lukS-PV) Panton-Valentine leukocidin chain S precursor [PVL (VF0018)]
SIP_29 cap8A | 100.00 99.03 (cap8A) capsular polysaccharide synthesis enzyme [Capsule (VF0003)]
SIP_29 cap8B 99.85 92.86 (cap8B) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8B [Capsule (VF0003)]
SIP_29 cap8C | 100.00 99.61 (cap8C) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8C [Capsule (VF0003)]
SIP_29 cap8D | 100.00 98.19 (cap8D) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8D [Capsule (VF0003)]
SIP_29 cap8E | 100.00 98.74 (cap8E) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8E [Capsule (VF0003)]
SIP_29 cap8F 100.00 98.38 (cap8F) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8F [Capsule (VF0003)]
SIP_29 cap8G | 100.00 99.02 (cap8G) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8G [Capsule (VF0003)]
SIP_29 geh 100.00 97.64 (geh) glycerol ester hydrolase [Lipase (VF0012)]
SIP_29 essB 100.00 99.03 (essB) type VIl secretion system protein EssB monotopic membrane protein [Type VII secretion system (VF0403)]
SIP_29 esaB 100.00 98.35 (esaB) type VI secretion system protein EsaB [Type VIl secretion system (VF0403)]
SIP_29 essA 100.00 99.78 (essA) type VIl secretion system protein EssA monotopic membrane protein [Type VII secretion system (VF0403)]
SIP_29 esaA 100.00 99.14 (esaA) type VIl secretion system protein EsaA [Type VIl secretion system (VF0403)]
SIP_29 esxA 100.00 99.66 (esxA) type VIl secretion system protein secreted protein EsxA [Type VIl secretion system (VF0403)]
SIP_29 adsA 100.00 97.15 (adsA) Adenosine synthase A [AdsA (VF0422)]
SIP_29 spa 100.00 97.90 (spa) Immunoglobulin G binding protein A precursor [SpA (VF0017)]
SIP_29 map 99.15 86.07 (map) extracellular proteins Map [Eap/Map (VFOO16)]**
SIP_29 VWhp 98.30 82.15 (WVbp) secreted von Willebrand factor-binding protein precursor [WVbp (VF0420)]*
SIP_29 clfA 92.75 89.35 (clfA) Clumping factor A fibrinogen-binding protein [Clumping factor (VF0004)]
SIP_29 cap8P | 100.00 98.95 (cap8P) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8P [Capsule (VF0003)]
SIP_29 cap8O [ 100.00 99.13 (cap80) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap80 [Capsule (VF0003)]
SIP_29 cap8N 100.00 97.97 (cap8N) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8N [Capsule (VF0003)]
SIP_29 cap8M [ 100.00 98.57 (cap8M) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8M [Capsule (VF0003)]
SIP_29 cap8L 100.00 98.92 (cap8L) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8L [Capsule (VF0003)]
SIP_29 cap8K 100.00 99.03 (cap8K) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8K [Capsule (VF0003)]
SIP_29 cap8J 100.00 98.92 (cap8J) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8J [Capsule (VF0003)]
SIP_29 cap8l 100.00 98.85 (cap8l) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8I [Capsule (VF0003)]
SIP_29 hysA 97.88 80.66 (hysA) hyaluronate lyase precursor [Hyaluronate lyase (VF0013)]
SIP_29 hysA 98.69 92.89 (hysA) hyaluronate lyase precursor [Hyaluronate lyase (VF0013)]
SIP_29 clfB 99.89 90.27 (clfB) Clumping factor B adhesin [Clumping factor (VF0004)]
SIP_29 aur 100.00 89.08 (aur) zinc metalloproteinase aureolysin [Aureolysin (VF0024)]
SIP_29 icaR 100.00 99.47 (icaR) ica operon transcriptional regulator IcaR [Intercellular adhesion proteins (VF0014)]
(icaA) N-acetylglucosaminyltransferase involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
SIP_29 icaA 100.00 99.44 adhesion proteins (VF0014)]
(icaD) intercellular adhesion protein D involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
SIP_29 icaD 99.67 98.37 adhesion proteins (VF0014)]
(icaB) N-deacetylase involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular adhesion proteins
SIP_29 icaB 100.00 | 99.31 (VF0014)]
(icaC) intercellular adhesion protein C involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
SIP_29 icaC 100.00 97.15 adhesion proteins (VF0014)]
SIP_29 lip 100.00 98.39 (lip) triacylglycerol lipase precursor [Lipase (CVF091)]
SIP_29 cha 100.00 98.23 (cna) collagen adhesin precursor [CNA (VF0005)]
SIP_29 sdrC 96.48 87.73 (sdrC) Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein [SDr (VF0019)]
SIP_29 sdrE 99.59 88.68 (sdrE) Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein [SDr (VF0019)]
GIP_4 sdrC 98.95 94.89 (sdrC) Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein [SDr (VF0019)]
GIP_4 fnbA 99.64 87.68 (fnbA) fibronectin-binding protein A [FnBPs (VF0010)]
GIP_4 fnbB 98.91 86.55 (fnbB) fibronectin-binding protein B [FnBPs (VF0010)]
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GIP_4 spa 100.00 96.27 (spa) Immunoglobulin G binding protein A precursor [SpA (VF0017)]
GIP_4 ILIFl:\? 100.00 | 100.00 (lukS-PV) Panton-Valentine leukocidin chain S precursor [PVL (VF0018)]
GIP_4 lukF-PV | 100.00 99.90 (lukF-PV) Panton-Valentine leukocidin chain F precursor [PVL (VF0018)]
GIP_4 ebp 100.00 97.95 (ebp) cell surface elastin binding protein [EbpS (VF0008)]
GIP_4 chp 100.00 [ 100.00 (chp) chemotaxis-inhibiting protein CHIPS [CHIPS (VF0424)]*
GIP_4 sak 100.00 99.39 (sak) Staphylokinase precursor [Staphylokinase (VF0021)]
GIP_4 hlb 82.98 100.00 (hlb) beta-hemolysin [<beta>-hemolysin (VF0002)]***
GIP_4 hid 100.00 99.26 (hld) delta-hemolysin [<delta>-hemolysin (VF0007)]
GIP_4 shi 99.77 97.79 (shi) IgG-binding protein SBI [Shi (VF0423)]
GIP_4 higA 100.00 99.46 (higA) gamma-hemolysin chain Il precursor [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
GIP_4 higC 100.00 99.47 (hlgC) gamma-hemolysin component C [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
GIP_4 higB 100.00 99.90 (hlgB) gamma-hemolysin component B [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
GIP_4 esxB 100.00 99.36 (esxB) type VIl secretion system protein secreted protein EsxB [Type VIl secretion system (VF0403)]
GIP_4 esaC 100.00 98.73 (esaC) type VIl secretion system protein secreted protein EsxC [Type VII secretion system (VF0403)]
GIP_4 essC 100.00 98.69 (essC) type VI secretion system protein EssC FtsK/SpolllE family ATPase [Type VII secretion system (VF0403)]
GIP_4 essB 100.00 99.92 (essB) type VIl secretion system protein EssB monotopic membrane protein [Type VII secretion system (VF0403)]
GIP_4 esaB 100.00 [ 100.00 (esaB) type VIl secretion system protein EsaB [Type VIl secretion system (VF0403)]
GIP_4 essA 100.00 99.78 (essA) type VIl secretion system protein EssA monotopic membrane protein [Type VII secretion system (VF0403)]
GIP_4 esaA 100.00 99.14 (esaA) type VI secretion system protein EsaA [Type VIl secretion system (VF0403)]
GIP_4 esxA 100.00 [ 100.00 (esxA) type VIl secretion system protein secreted protein EsxA [Type VIl secretion system (VF0403)]
GIP_4 lukF-PV [ 98.98 82.06 (lukF-PV) Panton-Valentine leukocidin chain F precursor [PVL (VF0018)]
GIP_4 coa 98.58 80.34 (coa) staphylocoagulase precursor [Staphylocoagulase (VF0421)]
GIP_4 cap8P | 100.00 99.39 (cap8P) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8P [Capsule (VF0003)]
GIP_4 cap80O [ 100.00 98.65 (cap80) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap80 [Capsule (VF0003)]
GIP_4 cap8N 100.00 98.65 (cap8N) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8N [Capsule (VF0003)]
GIP_4 cap8M [ 100.00 99.82 (cap8M) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8M [Capsule (VF0003)]
GIP_4 cap8L 100.00 99.75 (cap8L) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8L [Capsule (VF0003)]
GIP_4 cap8G | 100.00 99.56 (cap8G) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8G [Capsule (VF0003)]
GIP_4 cap8F 100.00 99.55 (cap8F) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8F [Capsule (VF0003)]
GIP_4 cap8E | 100.00 98.93 (cap8E) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8E [Capsule (VF0003)]
GIP_4 cap8D | 100.00 99.84 (cap8D) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8D [Capsule (VF0003)]
GIP_4 cap8C | 100.00 99.48 (cap8C) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8C [Capsule (VF0003)]
GIP_4 cap8B | 100.00 98.98 (cap8B) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8B [Capsule (VF0003)]
GIP_4 cap8A | 100.00 99.42 (cap8A) capsular polysaccharide synthesis enzyme [Capsule (VF0003)]
GIP_4 map 100.00 99.60 (map) extracellular proteins Map [Eap/Map (VFO016)]**
GIP_4 hysA 98.53 90.58 (hysA) hyaluronate lyase precursor [Hyaluronate lyase (VF0013)]
GIP_4 sspC 100.00 99.70 (sspC) Staphostatin B [Staphopain (VF0006)]
GIP_4 sspB 100.00 99.07 (sspB) staphopain cysteine proteinase SspB [Staphopain (VF0006)]
GIP_4 SSpA 100.00 96.44 (sspA) serine protease; V8 protease; glutamyl endopeptidase [V8 protease (VF0023)]
GIP_4 isdB 100.00 [ 100.00 (isdB) iron-regulated surface determinant protein B haemoglobin receptor [Isd (VF0015)]*
GIP_4 isdA 100.00 [ 100.00 (isdA) iron-regulated surface determinant protein A [Isd (VF0015)]*
GIP_4 isdC 100.00 [ 100.00 (isdC) iron-regulated surface determinant protein C [Isd (VF0015)]*
GIP_4 isdD 100.00 99.81 (isdD) iron-regulated surface determinant protein D [Isd (VF0015)]
GIP_4 isdE 100.00 [ 100.00 (isdE) iron-regulated surface determinant protein E [Isd (VFO015)]*
(isdF) iron-regulated surface determinant protein F ATP-binding-cassette-type transmembrane transporter [Isd
GIP_4 isdF 100.00 | 99.69 (VF0015)]
GIP_4 srB 100.00 | 99.59 (srtB) NPQTN specific sortase B [Isd (VF0015)]
GIP_4 isdG 100.00 | 100.00 (isdG) iron-regulated surface determinant protein G [Isd (VF0015)]
GIP_4 selq 99.86 97.67 (selq) staphylococcal enterotoxin G precursor [SE (VF0020)]
GIP_4 selk 100.00 96.57 (selk) staphylococcal enterotoxin K precursor [SE (VF0020)]
GIP_4 VWhbp 100.00 99.94 (WVbp) secreted von Willebrand factor-binding protein precursor WV bp (VF0420)]*
GIP_4 clfA 98.10 95.55 (clfA) Clumping factor A fibrinogen-binding protein [Clumping factor (VF0004)]
GIP_4 geh 100.00 99.61 (geh) glycerol ester hydrolase [Lipase (VF0012)]
GIP_64 hysA 98.69 92.89 (hysA) hyaluronate lyase precursor [Hyaluronate lyase (VF0013)]
GIP_64 shi 100.00 | 94.44 (sbi) IgG-binding protein SBI [Shi (VF0423)]
GIP_64 higA 100.00 99.46 (higA) gamma-hemolysin chain Il precursor [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
GIP_64 higC 100.00 95.67 (higC) gamma-hemolysin component C [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
GIP_64 higB 99.90 94.58 (higB) gamma-hemolysin component B [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
GIP_64 fnbA 90.78 88.22 (fnbA) fibronectin-binding protein A [FnBPs (VF0010)]
GIP_64 sspC 100.00 99.09 (sspC) Staphostatin B [Staphopain (VF0006)]
GIP_64 sspB 100.00 97.29 (sspB) staphopain cysteine proteinase SspB [Staphopain (VF0006)]
GIP_64 SSpA 96.04 94.03 (sspA) serine protease; V8 protease; glutamyl endopeptidase [V8 protease (VF0023)]
GIP_64 spa 100.00 97.90 (spa) Immunoglobulin G binding protein A precursor [SpA (VF0017)]
GIP_64 map 99.15 86.07 (map) extracellular proteins Map [Eap/Map (VF0016)]**
GIP_64 scn 100.00 [ 100.00 (scn) complement inhibitor SCIN [SCIN (VF0425)]*
GIP_64 chp 100.00 [ 100.00 (chp) chemotaxis-inhibiting protein CHIPS [CHIPS (VF0424)]*
GIP_64 sak 100.00 99.39 (sak) Staphylokinase precursor [Staphylokinase (VF0021)]
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GIP_64 hid 100.00 99.26 (hid) delta-hemolysin [<delta>-hemolysin (VF0007)]
GIP_64 hib 82.07 96.44 (hlb) beta-hemolysin [<beta>-hemolysin (VF0002)]***
GIP_64 hysA 97.88 80.66 (hysA) hyaluronate lyase precursor [Hyaluronate lyase (VF0013)]
GIP_64 clfB 99.89 90.27 (clfB) Clumping factor B adhesin [Clumping factor (VF0004)]
GIP_64 aur 100.00 89.08 (aur) zinc metalloproteinase aureolysin [Aureolysin (VF0024)]
GIP_64 icaR 100.00 99.47 (icaR) ica operon transcriptional regulator IcaR [Intercellular adhesion proteins (VF0014)]

(icaA) N-acetylglucosaminyltransferase involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
GIP_64 icaA 100.00 99.44 adhesion proteins (VF0014)]

(icaD) intercellular adhesion protein D involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
GIP_64 icaD 99.67 98.37 adhesion proteins (VF0014)]

(icaB) N-deacetylase involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular adhesion proteins
GIP_64 icaB 100.00 99.31 (VF0014)]

(icaC) intercellular adhesion protein C involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
GIP_64 icaC 100.00 97.15 adhesion proteins (VF0014)]
GIP_64 lip 100.00 98.39 (lip) triacylglycerol lipase precursor [Lipase (CVF091)]
GIP_64 adsA 100.00 97.15 (adsA) Adenosine synthase A [AdsA (VF0422)]
GIP_64 lukF-PV | 100.00 | 100.00 (lukF-PV) Panton-Valentine leukocidin chain F precursor [PVL (VF0018)]

lukS-
GIP_64 PV 100.00 99.79 (lukS-PV) Panton-Valentine leukocidin chain S precursor [PVL (VF0018)]
GIP_64 VWbp 98.30 82.15 (WVbp) secreted von Willebrand factor-binding protein precursor [WVbp (VF0420)[*
GIP_64 clfA 92.75 89.35 (clfA) Clumping factor A fibrinogen-binding protein [Clumping factor (VF0004)]
GIP_64 geh 100.00 97.59 (geh) glycerol ester hydrolase [Lipase (VF0012)]
GIP_64 essB 100.00 99.03 (essB) type VIl secretion system protein EssB monotopic membrane protein [Type VIl secretion system (VF0403)]
GIP_64 esaB 100.00 98.35 (esaB) type VIl secretion system protein EsaB [Type VIl secretion system (VF0403)]
GIP_64 essA 100.00 99.78 (essA) type VIl secretion system protein EssA monotopic membrane protein [Type VIl secretion system (VF0403)]
GIP_64 esaA 100.00 99.14 (esaA) type VIl secretion system protein EsaA [Type VIl secretion system (VF0403)]
GIP_64 esxA 100.00 99.66 (esxA) type VIl secretion system protein secreted protein EsxA [Type VIl secretion system (VF0403)]
GIP_64 cap8A | 100.00 99.03 (cap8A) capsular polysaccharide synthesis enzyme [Capsule (VF0003)]
GIP_64 cap8B 99.85 92.86 (cap8B) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8B [Capsule (VF0003)]
GIP_64 cap8C | 100.00 99.61 (cap8C) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8C [Capsule (VF0003)]
GIP_64 cap8D | 100.00 98.19 (cap8D) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8D [Capsule (VF0003)]
GIP_64 cap8E | 100.00 98.74 (cap8E) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8E [Capsule (VF0003)]
GIP_64 cap8F 100.00 98.38 (cap8F) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8F [Capsule (VF0003)]
GIP_64 cap8G | 100.00 99.02 (cap8G) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8G [Capsule (VF0003)]
GIP_64 cap8H 100.00 98.61 (cap8H) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8H [Capsule (VF0003)]
GIP_64 cap8l 100.00 98.85 (cap8l) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8l [Capsule (VF0003)]
GIP_64 cap8J 100.00 98.92 (cap8J) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8J [Capsule (VF0003)]
GIP_64 cap8K | 100.00 99.03 (cap8K) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8K [Capsule (VF0003)]
GIP_64 cap8L 100.00 98.92 (cap8L) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8L [Capsule (VF0003)]
GIP_64 cap8M | 100.00 98.57 (cap8M) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8M [Capsule (VF0003)]
GIP_64 cap8N 100.00 97.97 (cap8N) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8N [Capsule (VF0003)]
GIP_64 cap80O [ 100.00 99.13 (cap80) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap80 [Capsule (VF0003)]
GIP_64 cap8P | 100.00 98.95 (cap8P) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8P [Capsule (VF0003)]
GIP_64 ebp 100.00 98.77 (ebp) cell surface elastin binding protein [EbpS (VF0008)]
GIP_64 isdB 99.85 95.80 (isdB) iron-regulated surface determinant protein B haemoglobin receptor [Isd (VFO015)]*
GIP_64 isdA 100.00 94.18 (isdA) iron-regulated surface determinant protein A [Isd (VF0015)]*
GIP_64 isdC 100.00 96.78 (isdC) iron-regulated surface determinant protein C [Isd (VF0015)]*
GIP_64 isdD 100.00 98.51 (isdD) iron-regulated surface determinant protein D [Isd (VF0015)]
GIP_64 isdE 100.00 99.89 (isdE) iron-regulated surface determinant protein E [Isd (VF0015)]*
(isdF) iron-regulated surface determinant protein F ATP-binding-cassette-type transmembrane transporter [Isd

GIP_64 isdF 100.00 | 99.07 (VF0015)]
GIP_64 srB 100.00 | 98.91 (srtB) NPQTN specific sortase B [Isd (VF0015)]
GIP_64 isdG 100.00 99.38 (isdG) iron-regulated surface determinant protein G [Isd (VF0015)]
GIP_64 hly/hla 100.00 94.69 (hly/hla) Alpha-Hemolysin precursor [<alpha>-hemolysin (VF0001)]
SCM_71 fnbB 99.22 85.83 (fnbB) fibronectin-binding protein B [FNBPs (VF0010)]
SCM_71 fnbA 91.73 95.96 (fnbA) fibronectin-binding protein A [FnBPs (VF0010)]
SCM_71 clfB 96.59 90.94 (clfB) Clumping factor B adhesin [Clumping factor (VF0004)]
SCM_71 aur 100.00 99.67 (aur) zinc metalloproteinase aureolysin [Aureolysin (VF0024)]
SCM_71 icaR 100.00 99.82 (icaR) ica operon transcriptional regulator IcaR [Intercellular adhesion proteins (VF0014)]

(icaA) N-acetylglucosaminyltransferase involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
SCM_71 icaA 100.00 99.84 adhesion proteins (VF0014)]

(icaD) intercellular adhesion protein D involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
SCM_71 icaD 100.00 99.67 adhesion proteins (VF0014)]

(icaB) N-deacetylase involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular adhesion proteins
SCM_71 icaB 100.00 | 99.89 (VF0014)]

(icaC) intercellular adhesion protein C involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
SCM_71 icaC 100.00 99.43 adhesion proteins (VF0014)]
SCM_71 lip 100.00 98.97 (lip) triacylglycerol lipase precursor [Lipase (CVF091)]
SCM_71 hysA 98.73 94.67 (hysA) hyaluronate lyase precursor [Hyaluronate lyase (VF0013)]
SCM_71 higB 100.00 99.80 (higB) gamma-hemolysin component B [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SCM_71 higC 100.00 99.47 (higC) gamma-hemolysin component C [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SCM_71 higA 100.00 99.68 (higA) gamma-hemolysin chain Il precursor [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SCM_71 shi 99.77 98.17 (sbi) IgG-binding protein SBI [Shi (VF0423)]
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SCM_71 geh 92.33 99.11 (geh) glycerol ester hydrolase [Lipase (VF0012)]
SCM_71 clfA 92.68 89.83 (clfA) Clumping factor A fibrinogen-binding protein [Clumping factor (VF0004)]
SCM_71 | lukF-PV | 98.98 82.37 (lukF-PV) Panton-Valentine leukocidin chain F precursor [PVL (VF0018)]
SCM_71 scn 100.00 99.43 (scn) complement inhibitor SCIN [SCIN (VF0425)]*
SCM_71 sak 100.00 99.59 (sak) Staphylokinase precursor [Staphylokinase (VF0021)]
SCM_71 sdrC 99.93 93.12 (sdrC) Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein [SDr (VF0019)]
SCM_71 sdrD 95.23 92.77 (sdrD) Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein [SDr (VF0019)]
SCM_71 sdrE 99.47 95.00 (sdrE) Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein [SDr (VF0019)]
SCM_71 adsA 100.00 96.42 (adsA) Adenosine synthase A [AdsA (VF0422)]
SCM_71 hly/hla 83.02 99.88 (hly/hla) Alpha-Hemolysin precursor [<alpha>-hemolysin (VFO001)]
SCM_71 isdB 100.00 98.97 (isdB) iron-regulated surface determinant protein B haemoglobin receptor [Isd (VF0015)]*
SCM_71 isdA 100.00 | 100.00 (isdA) iron-regulated surface determinant protein A [Isd (VF0015)]*
SCM_71 isdC 100.00 | 100.00 (isdC) iron-regulated surface determinant protein C [Isd (VF0015)]*
SCM_71 isdD 100.00 99.72 (isdD) iron-regulated surface determinant protein D [Isd (VF0015)]
SCM_71 isdE 100.00 [ 100.00 (isdE) iron-regulated surface determinant protein E [Isd (VFO015)]*
(isdF) iron-regulated surface determinant protein F ATP-binding-cassette-type transmembrane transporter [Isd
SCM_71 isdF 100.00 | 99.69 (VF0015)]
SCM_71 srtB 100.00 99.59 (srtB) NPQTN specific sortase B [Isd (VF0015)]
SCM_71 isdG 100.00 99.69 (isdG) iron-regulated surface determinant protein G [Isd (VF0015)]
SCM_71 esxB 100.00 97.46 (esxB) type VIl secretion system protein secreted protein EsxB [Type VIl secretion system (VF0403)]
SCM_71 esaC 100.00 97.71 (esaC) type VIl secretion system protein secreted protein EsxC [Type VII secretion system (VF0403)]
SCM_71 essC 100.00 98.51 (essC) type VI secretion system protein EssC FtsK/SpolllE family ATPase [Type VII secretion system (VF0403)]
SCM_71 essB 100.00 99.03 (essB) type VIl secretion system protein EssB monotopic membrane protein [Type VII secretion system (VF0403)]
SCM_71 esaB 100.00 99.59 (esaB) type VI secretion system protein EsaB [Type VII secretion system (VF0403)]
SCM_71 essA 100.00 98.26 (essA) type VIl secretion system protein EssA monotopic membrane protein [Type VII secretion system (VF0403)]
SCM_71 esaA 100.00 98.91 (esaA) type VI secretion system protein EsaA [Type VIl secretion system (VF0403)]
SCM_71 esxA 100.00 [ 100.00 (esxA) type VIl secretion system protein secreted protein EsxA [Type VIl secretion system (VF0403)]
SCM_71 cap8P | 100.00 99.56 (cap8P) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8P [Capsule (VF0003)]
SCM_71 cap80O [ 100.00 99.05 (cap80) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap80 [Capsule (VF0003)]
SCM_71 cap8N 100.00 99.44 (cap8N) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8N [Capsule (VF0003)]
SCM_71 cap8M | 100.00 99.64 (cap8M) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8M [Capsule (VF0003)]
SCM_71 cap8L 100.00 99.50 (cap8L) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8L [Capsule (VF0003)]
SCM_71 cap8G | 100.00 99.56 (cap8G) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8G [Capsule (VF0003)]
SCM_71 cap8F 100.00 99.46 (cap8F) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8F [Capsule (VF0003)]
SCM_71 cap8E | 100.00 99.22 (cap8E) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8E [Capsule (VF0003)]
SCM_71 cap8D | 100.00 99.73 (cap8D) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8D [Capsule (VF0003)]
SCM_71 cap8C | 100.00 99.74 (cap8C) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8C [Capsule (VF0003)]
SCM_71 cap8B | 100.00 98.98 (cap8B) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8B [Capsule (VF0003)]
SCM_71 cap8A | 100.00 99.81 (cap8A) capsular polysaccharide synthesis enzyme [Capsule (VF0003)]
SCM_71 spa 100.00 95.35 (spa) Immunoglobulin G binding protein A precursor [SpA (VF0017)]
SCM_71 SSpA 100.00 94.85 (sspA) serine protease; V8 protease; glutamyl endopeptidase [V8 protease (VF0023)]
SCM_71 sspB 100.00 99.83 (sspB) staphopain cysteine proteinase SspB [Staphopain (VF0006)]
SCM_71 sspC 100.00 99.39 (sspC) Staphostatin B [Staphopain (VF0006)]
SCM_71 hlb 82.98 99.27 (hlb) beta-hemolysin [<beta>-hemolysin (VFO002)]***
SCM_71 hid 100.00 99.26 (hid) delta-hemolysin [<delta>-hemolysin (VF0007)]
SCM_71 ebp 100.00 99.80 (ebp) cell surface elastin binding protein [EbpS (VF0008)]
SCM_77 hysA 98.73 94.72 (hysA) hyaluronate lyase precursor [Hyaluronate lyase (VF0013)]
SCM_77 shi 99.77 98.17 (shi) lgG-binding protein SBI [Shi (VF0423)]
SCM_77 higA 100.00 99.68 (higA) gamma-hemolysin chain Il precursor [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SCM_77 higC 100.00 99.47 (hlgC) gamma-hemolysin component C [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SCM_77 higB 100.00 99.80 (hlgB) gamma-hemolysin component B [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SCM_77 hly/hla 100.00 99.79 (hly/hla) Alpha-Hemolysin precursor [<alpha>-hemolysin (VF0001)]
SCM_77 clfA 92.68 89.38 (clfA) Clumping factor A fibrinogen-binding protein [Clumping factor (VF0004)]
SCM_77 spa 100.00 97.01 (spa) Immunoglobulin G binding protein A precursor [SpA (VF0017)]
SCM_77 hid 100.00 99.26 (hid) delta-hemolysin [<delta>-hemolysin (VF0007)]
SCM_77 isdG 100.00 99.69 (isdG) iron-regulated surface determinant protein G [Isd (VF0015)]
SCM_77 srB 100.00 99.59 (srtB) NPQTN specific sortase B [Isd (VF0015)]
(isdF) iron-regulated surface determinant protein F ATP-binding-cassette-type transmembrane transporter [Isd
SCM_77 isdF 100.00 | 99.69 (VF0015)]
SCM_77 isdE 100.00 [ 100.00 (isdE) iron-regulated surface determinant protein E [Isd (VFO015)]*
SCM_77 isdD 100.00 99.72 (isdD) iron-regulated surface determinant protein D [Isd (VF0015)]
SCM_77 isdC 100.00 [ 100.00 (isdC) iron-regulated surface determinant protein C [Isd (VF0015)]*
SCM_77 isdA 100.00 [ 100.00 (isdA) iron-regulated surface determinant protein A [Isd (VF0015)]*
SCM_77 isdB 100.00 98.97 (isdB) iron-regulated surface determinant protein B haemoglobin receptor [Isd (VF0015)]*
SCM_77 SSpA 100.00 94.85 (sspA) serine protease; V8 protease; glutamyl endopeptidase [V8 protease (VF0023)]
SCM_77 sspB 100.00 99.83 (sspB) staphopain cysteine proteinase SspB [Staphopain (VF0006)]
SCM_77 sspC 100.00 99.70 (sspC) Staphostatin B [Staphopain (VF0006)]
SCM_77 adsA 100.00 96.46 (adsA) Adenosine synthase A [AdsA (VF0422)]
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SCM_77 geh 100.00 99.13 (geh) glycerol ester hydrolase [Lipase (VF0012)]
SCM_77 esxB 100.00 97.46 (esxB) type VIl secretion system protein secreted protein EsxB [Type VIl secretion system (VF0403)]
SCM_77 esaC 100.00 97.71 (esaC) type VIl secretion system protein secreted protein EsxC [Type VII secretion system (VF0403)]
SCM_77 essC 100.00 98.47 (essC) type VI secretion system protein EssC FtsK/SpolllE family ATPase [Type VIl secretion system (VF0403)]
SCM_77 essB 100.00 99.03 (essB) type VIl secretion system protein EssB monotopic membrane protein [Type VII secretion system (VF0403)]
SCM_77 esaB 100.00 99.59 (esaB) type VI secretion system protein EsaB [Type VII secretion system (VF0403)]
SCM_77 essA 100.00 98.26 (essA) type VIl secretion system protein EssA monotopic membrane protein [Type VIl secretion system (VF0403)]
SCM_77 esaA 100.00 98.91 (esaA) type VII secretion system protein EsaA [Type VIl secretion system (VF0403)]
SCM_77 esxA 100.00 [ 100.00 (esxA) type VIl secretion system protein secreted protein EsxA [Type VIl secretion system (VF0403)]
SCM_77 cap8P_| 100.00 99.56 (cap8P) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8P [Capsule (VF0003)]
SCM_77 cap8O | 100.00 99.05 (cap80) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap80 [Capsule (VF0003)]
SCM_77 cap8N 100.00 99.44 (cap8N) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8N [Capsule (VF0003)]
SCM_77 cap8M [ 100.00 99.64 (cap8M) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8M [Capsule (VF0003)]
SCM_77 cap8L 100.00 99.42 (cap8L) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8L [Capsule (VF0003)]
SCM_77 cap8G | 100.00 99.56 (cap8G) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8G [Capsule (VF0003)]
SCM_77 cap8F 100.00 99.46 (cap8F) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8F [Capsule (VF0003)]
SCM_77 cap8E | 100.00 99.22 (cap8E) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8E [Capsule (VFO003)]
SCM_77 cap8D | 100.00 99.73 (cap8D) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8D [Capsule (VFO003)]
SCM_77 cap8C | 100.00 99.74 (cap8C) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8C [Capsule (VFO003)]
SCM_77 cap8B | 100.00 98.98 (cap8B) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8B [Capsule (VF0003)]
SCM_77 cap8A | 100.00 99.81 (cap8A) capsular polysaccharide synthesis enzyme [Capsule (VF0003)]
SCM_77 hlb 82.98 99.27 (hlb) beta-hemolysin [<beta>-hemolysin (VFO002)]***
SCM_77 chp 100.00 99.33 (chp) chemotaxis-inhibiting protein CHIPS [CHIPS (VF0424)]*
SCM_77 sak 100.00 99.59 (sak) Staphylokinase precursor [Staphylokinase (VF0021)]
SCM_77 fnbB 99.22 85.83 (fnbB) fibronectin-binding protein B [FnBPs (VF0010)]
SCM_77 fnbA 91.73 95.96 (fnbA) fibronectin-binding protein A [FnBPs (VF0010)]
SCM_77 clfB 87.11 91.95 (clfB) Clumping factor B adhesin [Clumping factor (VF0004)]
SCM_77 aur 100.00 99.67 (aur) zinc metalloproteinase aureolysin [Aureolysin (VF0024)]
SCM_77 icaR 100.00 99.82 (icaR) ica operon transcriptional regulator IcaR [Intercellular adhesion proteins (VF0014)]
(icaA) N-acetylglucosaminyltransferase involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
SCM_77 icaA 100.00 99.84 adhesion proteins (VF0014)]
(icaD) intercellular adhesion protein D involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
SCM_77 icaD 100.00 99.67 adhesion proteins (VF0014)]
(icaB) N-deacetylase involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular adhesion proteins
SCM_77 icaB 100.00 | 99.89 (VF0014)]
(icaC) intercellular adhesion protein C involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
SCM_77 icaC 100.00 99.43 adhesion proteins (VF0014)]
SCM_77 lip 100.00 98.97 (lip) triacylglycerol lipase precursor [Lipase (CVF091)]
SCM_77 sea 100.00 98.84 (sea) staphylococcal enterotoxin A precursor [SE (VF0020)]
SCM_77 sdrE 99.47 95.06 (sdrE) Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein [SDr (VF0019)]
SCM_77 sdrD 94.86 92.66 (sdrD) Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein [SDr (VF0019)]
SCM_77 sdrC 99.93 92.98 (sdrC) Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein [SDr (VF0019)]
SCM_77 ebp 100.00 99.80 (ebp) cell surface elastin binding protein [EbpS (VF0008)]
SCM_77 | lukF-PV | 100.00 99.90 (lukF-PV) Panton-Valentine leukocidin chain F precursor [PVL (VF0018)]
SCM_77 Iqu\? 100.00 99.79 (lukS-PV) Panton-Valentine leukocidin chain S precursor [PVL (VF0018)]
SCM_77 map 80.91 89.44 (map) extracellular proteins Map [Eap/Map (VFOO16)]**
SHN_80 cap8l 100.00 98.85 (cap8l) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8l [Capsule (VF0003)]
SHN_80 cap8J 100.00 98.92 (cap8J) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8J [Capsule (VF0003)]
SHN_80 cap8K 100.00 99.03 (cap8K) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8K [Capsule (VF0003)]
SHN_80 cap8L 100.00 98.92 (cap8L) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8L [Capsule (VF0003)]
SHN_80 cap8Mm 100.00 98.57 (cap8M) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8M [Capsule (VF0003)]
SHN_80 cap8N 100.00 98.09 (cap8N) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8N [Capsule (VF0003)]
SHN_80 cap80 100.00 99.13 (cap80) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap80 [Capsule (VF0003)]
SHN_80 cap8P 100.00 98.95 (cap8P) capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8P [Capsule (VF0003)]
SHN_80 esxA 100.00 99.66 (esxA) type VIl secretion system protein secreted protein EsxA [Type VIl secretion system (VF0403)]
SHN_80 esaA 100.00 99.14 (esaA) type VI secretion system protein EsaA [Type VIl secretion system (VF0403)]
SHN_80 essA 100.00 99.78 (essA) type VIl secretion system protein EssA monotopic membrane protein [Type VII secretion system (VF0403)]
SHN_80 esaB 100.00 98.35 (esaB) type VI secretion system protein EsaB [Type VII secretion system (VF0403)]
SHN_80 essB 100.00 99.03 (essB) type VIl secretion system protein EssB monotopic membrane protein [Type VII secretion system (VF0403)]
SHN_80 geh 100.00 97.69 (geh) glycerol ester hydrolase [Lipase (VF0012)]
SHN_80 adsA 100.00 97.15 (adsA) Adenosine synthase A [AdsA (VF0422)]
SHN_80 spa 100.00 97.01 (spa) Immunoglobulin G binding protein A precursor [SpA (VF0017)]
SHN_80 hysA 98.69 92.97 (hysA) hyaluronate lyase precursor [Hyaluronate lyase (VF0013)]
SHN_80 icaR 100.00 99.47 (icaR) ica operon transcriptional regulator IcaR [Intercellular adhesion proteins (VF0014)]
(icaA) N-acetylglucosaminyltransferase involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
SHN_80 icaA 100.00 99.44 adhesion proteins (VF0014)]
(icaD) intercellular adhesion protein D involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular
SHN_80 icaD 100.00 98.37 adhesion proteins (VF0014)]
(icaB) N-deacetylase involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular adhesion proteins
SHN_80 icaB 100.00 | 99.31 (VF0014)]
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(icaC) intercellular adhesion protein C involved in polysaccharide intercellular adhesin(PIA) synthesis [Intercellular

SHN_80 icaC 100.00 97.06 adhesion proteins (VF0014)]
SHN_80 lip 100.00 98.39 (lip) triacylglycerol lipase precursor [Lipase (CVF091)]
SHN_80 hib 82.98 96.00 (hlb) beta-hemolysin [<beta>-hemolysin (VF0002)]***
SHN_80 tsst-1 100.00 99.86 (tsst-1) toxic shock syndrome toxin-1 [TSST-1 (VF0022)]****
SHN_80 hly/hla | 100.00 94.58 (hly/hla) Alpha-Hemolysin precursor [<alpha>-hemolysin (VFO001)]
SHN_80 isdG 100.00 99.07 (isdG) iron-regulated surface determinant protein G [Isd (VF0015)]
SHN_80 srtB 100.00 98.91 (srtB) NPQTN specific sortase B [Isd (VF0015)]

(isdF) iron-regulated surface determinant protein F ATP-binding-cassette-type transmembrane transporter [Isd
SHN_80 isdF 100.00 99.07 (VF0015)]
SHN_80 isdE 100.00 99.89 (isdE) iron-regulated surface determinant protein E [Isd (VF0015)]*
SHN_80 isdD 100.00 98.51 (isdD) iron-regulated surface determinant protein D [Isd (VF0015)]
SHN_80 isdC 100.00 96.78 (isdC) iron-regulated surface determinant protein C [Isd (VF0015)]*
SHN_80 isdA 100.00 94.27 (isdA) iron-regulated surface determinant protein A [Isd (VF0015)]*
SHN_80 isdB 99.85 95.21 (isdB) iron-regulated surface determinant protein B haemoglobin receptor [Isd (VF0015)]*
SHN_80 SSpA 96.04 94.03 (sspA) serine protease; V8 protease; glutamyl endopeptidase [V8 protease (VF0023)]
SHN_80 sspB 100.00 97.21 (sspB) staphopain cysteine proteinase SspB [Staphopain (VF0006)]
SHN_80 sspC 100.00 99.09 (sspC) Staphostatin B [Staphopain (VF0006)]
SHN_80 sdrE 99.24 88.43 (sdrE) Ser-Asp rich fibrinogen-binding bone sialoprotein-binding protein [SDr (VF0019)]
SHN_80 clfA 92.54 89.68 (clfA) Clumping factor A fibrinogen-binding protein [Clumping factor (VF0004)]
SHN_80 VWbp 98.23 82.15 (WVbp) secreted von Willebrand factor-binding protein precursor [WVbp (VF0420)*
SHN_80 hysA 97.83 80.70 (hysA) hyaluronate lyase precursor [Hyaluronate lyase (VF0013)]
SHN_80 shi 100.00 94.44 (shi) IgG-binding protein SBI [Shi (VF0423)]
SHN_80 higA 100.00 99.46 (hlgA) gamma-hemolysin chain Il precursor [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SHN_80 higC 100.00 95.67 (hlgC) gamma-hemolysin component C [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SHN_80 higB 99.90 94.58 (hlgB) gamma-hemolysin component B [<gamma>-hemolysin (VF0011)]
SHN_80 hid 94.07 99.21 (hld) delta-hemolysin [<delta>-hemolysin (VF0007)]
SHN_80 chp 100.00 [ 100.00 (chp) chemotaxis-inhibiting protein CHIPS [CHIPS (VF0424)]*
SHN_80 sak 100.00 99.39 (sak) Staphylokinase precursor [Staphylokinase (VF0021)]
SHN_80 sea 100.00 98.71 (sea) staphylococcal enterotoxin A precursor [SE (VF0020)]
SHN_80 clfB 88.44 91.82 (clfB) Clumping factor B adhesin [Clumping factor (VF0004)]
SHN_80 aur 100.00 89.08 (aur) zinc metalloproteinase aureolysin [Aureolysin (VF0024)]
SHN_80 ebp 100.00 98.84 (ebp) cell surface elastin binding protein [EbpS (VF0008)]

Las cepas de referencia fueron:
[Staphylococcus aureus subsp. aureus MW 2]
*[Staphylococcus aureus subsp. aureus str. Newman]
**[Staphylococcus aureus str. Newman D2C (ATCC 25904)]
***[Staphylococcus aureus subsp. aureus COL]

*xxx [Staphylococcus aureus subsp. aureus N315]

*xxxk [Brucella melitensis bv. 1 str. 16M]
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Abstract

Introduction: Staphylococcus aureus is considered one of the most important human pathogens, and its levels of resistance to methicillin have
increased even in strains isolated from people without nosocomial risk factors. Molecular analysis is essential for understanding the patterns of
dissemination. The objective of this study was to identify community-acquired methicillin-resistant S. aureus (CA-MRSA) clones that infected
Paraguayan children patients in two periods of time.

Methodology: An observational, descriptive study was designed to determine the genetic variability of 115 isolates of CA-MRSA recovered
from children who attended four reference centers in Paraguay between 2009-2010 and 2012-2013.

Results: The combined use of Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), Multi-Locus Sequencing Typing, Multi-Locus Variable Analysis
(MLVA) and Spa typing techniques allowed the identification of two dominant clones: ST30-IV-t019 (77%) and ST5-IV-t311 (10%), and the
establishment of the former as the leading cause of CA-MRSA infections in children during the study period.

Conclusions: This is the first study that provides epidemiological information as well as microbiological and molecular characteristics of CA-

MRSA isolates recovered from children from Asuncion and the Central Department of Paraguay.
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Introduction

Methicillin-resistant ~ Staphylococcus  aureus
(MRSA) isolates were once confined mostly to
hospitals, healthcare environments, and their patients.
Since the 1990s, virulent community-acquired MRSA
(CA-MRSA) clones spread worldwide, first in the
community in healthy young patients, but later also in
healthcare facilities [1]. They have been associated
predominantly with skin and soft tissue infections
(SSTIs), but due to the invasive nature of this pathogen
and the carriage of antibiotic resistance and virulence
factors genes (mainly the toxin Panton-Valentine
Leukocidin, PVL), they have also been linked to severe

clinical syndromes such as necrotizing pneumonia,
osteomyelitis, meningitis, sepsis, and death. However,
the frontier between CA-MRSA and healthcare-
associated MRSA (HA-MRSA) has begun to fade [1,2].

Different CA-MRSA lineages have been described
worldwide: ST1 reported in Asia, Europe, and the
United States; ST8 in Europe, and the United States;
ST30 in Australia, Europe, and South America; ST59 in
Asia and the United States and ST80 in Asia, Europe,
the Middle East, and Africa. Some african studies also
reveal other frequent sequence types in addition to the
ST80, such as ST22 and ST239. This global ST239 was
also common in other countries, such as China and
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Taiwan. Clones ST8-IV, also known as USA300, and
ST30-IV, Southwest Pacific clone (SWP), have spread
globally and are considered pandemic [3-5].

In South America, the MRSA lineages found most
frequently (including CA-MRSA and HA-MRSA) are
the Pediatric clone (CC5-ST5-1V), the
Cordobés/Chilean clone (CC5-ST5-I), the SWP clone
(CC30-ST30-1V), the Brazilian clone (CC8-ST239-III)
and the New York/Japan (CC5-ST5-II) clone [6].

In Argentina, the main clone recovered from
patients with CA-MRSA invasive infections between
2010 and 2011 was CC30-ST30-IV-t019-PVL positive,
which has become predominant and replaced the
previously described CA-MRSA clone: CC5-ST5-1IV-
t311-PVL positive [7].

Information about MRSA clones circulating in
Paraguay is limited to one report of two HA-MRSA
clones, but there is no information about those
circulating in the community. The objective of this
study was to identify the CA-MRSA clones that
infected Paraguayan children patients in two periods of
time: 2009-2010 and 2012-2013.

Methodology

An observational, descriptive, and cross-sectional
study was designed to analyze phenotypic and
molecular characteristics of CA-MRSA isolates
recovered from Paraguayan children.

S. aureus isolates recovered in two phases; phase
one between 2009-2010 and phase two between 2012-
2013, from children under sixteen years old attending
four reference hospitals from Asuncion and the Central
Department of Paraguay, were collected. The isolates
were recovered from different clinical specimens,
including skin and soft tissue secretions, pleural,
cerebrospinal, peritoneal body fluids and blood, and
stored at -80°C at the Health Sciences Research Institute
(IICS in Spanish). Identification data, epidemiology
files, and records of antimicrobial susceptibility were
provided by the microbiology laboratories of the
participating hospitals.

Only CA-MRSA recovered from both study phases
were characterized molecularly. CA-MRSA infection
was defined according to the CDC criteria by a positive
MRSA culture at the time of hospital admission or
within the 48 h after hospital admission and the absence
of HA-MRSA associated risk factors [8].

Identification of the isolates was based on standard
bacteriological methods, including cultural
characteristics, Gram’s stain and biochemical tests such
as oxidative/fermentative, catalase and coagulase tube
tests. The phenotypic identification process was carried
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out too by testing the beta hemolysis and pigment
production and analyzing the morphology of the colony
on sheep blood agar. In vitro antimicrobial
susceptibility testing was done by the Kirby-Bauer
diffusion method, using Oxoid/BBI discs following the
criteria recommended by the CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) from 2009 to 2013,
according to the strain collection date or by automated
systems using Vitek®2 (BioMérieux, La Balme,
French) following the manufacturer's instructions. D-
test was also performed. Results were interpreted based
on CLSI breakpoints [9,10].

The strains were cultured on TSA (Tryptic Soy
Agar, Difco, Le Pont de Claix, France) medium and
incubated at 35°C for 24-48 hours under 5% CO; for
subsequent extraction using a commercial genomic
DNA extraction kit (Wizard Genomic, Promega,
Madison, USA), following the manufacturer’s
instructions. The amplification of 16S rRNA genes was
performed according to conditions described by
Manfredi et al. to recognize genus Staphylococcus [11].

The detection of mecd and Panton-Valentine
leukocidin (PVL) coding genes (lukS/F-PV) were
carried out as previously described [12]. Genes
encoding enterotoxins: sea, seb, sec, sed, seh were
detected as described elsewhere [11,13]. Detection of
genes encoding hemolysins (hla and Ahlb) and
exfoliative toxins (eta and etb) was carried out using
oligonucleotides and protocols described by Wang et al.
and Johnson et al. respectively [14,15].

The SCCmec types were determined by PCR with a
simplified version of Kondo’s typing system [16].

The polymorphic region of the spa gene was
amplified by PCR with primers described by Shopsin et
al., 1999 [17]. DNA sequences (Macrogen, Seoul,
Korea) were analyzed, and spa-types were determined
with the Ridom Spa Server [18].

Multiple-Locus Variable Analysis (MLVA) was
performed using five pairs of oligonucleotides
amplifying seven VNTR loci (clf4, clfB, sdrC, sdrD,
sdrE, spA, and sspA), followed by polyacrylamide gel
electrophoresis (7.5% separator, 5% concentrator)
staining with silver nitrate to visualize the products
[19]. Gels were digitized using UN SCAN IT GEL
software, and the data was analyzed. All the strains with
bands of equal size or up to 1 band of difference (> 85%
similarity) were included in the same cluster, following
the criterion used by Malachowa et al. 2005. Clusters
were numbered for identification as recommended by
Sabat et al. 2003 [19,20].

All the CA-MRSA were studied by MLVA,
spatyping, and virulence profile. Isolates that presented
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differences in Spa typing and virulence profile were
chosen as representatives of each MLVA cluster for
PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis), performed
with Smal as previously described [18,21]. In the
process, the clones ST5-IV-t311-PVL positive, ST30-
IV-t019-PVL positive, and ST8-IV-t008-PVL positive
(USA 300) were included as references [7,21,22].
PFGE analysis was carried out by visual inspection, and
the dendrogram was constructed (FigTree v1.4.0
software) applying the algorithm for cluster analysis
(UPGMA, applying umveighted pair-group method
clustering analysis) and the Dice’s coefficient. Isolates
with similar band patterns (> 80%) were considered to
belong to the same pulsotype.

Representative isolates of the major pulsotypes
were studied by multilocus sequence typing (MLST),
by amplification and posterior sequencing (Macrogen,
Seoul, Korea) of seven constitutive loci (arcC, aroE,
gIpF, gmk, pta, tpi, yqi) performed as previously
described [23]. Sequences were analyzed with the
MLST database (http://saureus.mlst.net).

The statistical analyses were carried out with the
Epi Info software (v 7.2.) and the calculations with
Fisher’s Exact or Chi-Square Test as appropriate.

Table 1. Molecular characteristics of CA-MRSA isolates (N = 115).

PT ST cc spa type MLVA
t019 M1
A ST30 30
t975 M2
t975 M3
B ST30 30 1363 M4
C ST30 30 t021 M5
D ST8 8 t11770 M6
E ST25 No data t081 M7
F ST435 30 1021 M8
t311 M10
G ST5 5
1002 Ml1
t1791 M9
STS 5 t7078 Mi12
H
ST100 5 1002 Mi13
I ST669 97 1359 Ml14
J ST72 8 t148 MI15
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Ethical considerations

The study was approved by the Scientific and Ethics
Committee of the IICS, Universidad Nacional de
Asuncion (UNA) (P29/2011 and P44/2012). The
samples were strictly managed by codes, and the results
obtained were exclusively used for epidemiological

purposes.

Results

In this study, a total of 281 community-acquired S.
aureus (CA-SA) isolates were collected (113 CA-SA
from phase one and 168 CA-SA from phase two): 115
(41%) were MRSA. The prevalence of CA-MRSA was
21% (24/113) between 2009-2010 and 54% (91/168)
between 2012-2013. Eighty-five CA-MRSA isolates
(74%) caused skin and soft tissue infections (SSTI), and
30 (26%), invasive diseases (sepsis, osteomyelitis, and
pneumonia).

Antimicrobial resistance analysis of CA-MRSA
isolates (N = 115) showed susceptibility to tetracycline
(100%), tigecycline (100%), teicoplanin (100%), and
vancomycin (100%) in all tested isolates. Most CA-
MRSA isolates (95%) were resistant to penicillin.
Chloramphenicol was the second antibiotic with the
highest level of global resistance (21%: 38% phase one
and 16% phase two), followed by erythromycin (17%:
21% phase one and 16% phase two), inducible

CA-MRSA isolates
=115
- 44
lukS/F-PV 41
TukS/F-PV, hiB
IukS/F-PV, hi4, hiB
lukS/F-PV

lukS/F-PV

Virulence genes

—

1ukS/F-PV, hi4, hiB, seB
IukS/F-PV

lukS/F-PV
IukS/F-PV, hid
hid
lukS/F-PV, hiA, sed

hld
lukS/F-PV

hid

hid

e R e e WOV e e e b b e e e N

PT: Pulsotype; ST: Sequence type; CC: Clonal complex; -: No virulence factor gene detected.

[ 3
o
[ 38}
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clindamycin resistance (15%: 8% phase one and 16%
phase two) and gentamicin (7%: 17% phase one and 4%
phase two). Global resistance levels to ciprofloxacin,
rifampicin, and trimethoprim-sulfamethoxazole were
lower than 3% (N = 4).

All CA-MRSA isolates (N = 115) were mecA
positive and harbored SCCmec type IV. Genes
encoding PVL and hemolysin A were detected in 51%
(79% phase one and 44% phase two), and 10% (29%
phase one and 5% phase two) of the CA-MRSA isolates
analyzed, respectively. Hemolysin B, enterotoxin A,
and B were detected in less than 3% of the isolates.
Enterotoxin C, D, H, and exfoliative toxins A and B
were not detected in this study.

The most frequent spa type was t019 (77%),
followed by spa type t311 (10%) and others
representing less than 3% of the 115 CA-MRSA
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isolates (Table 1). MLVA analysis recognized fifteen
different profiles (Table 1). Congruently, all samples
with a certain spa-type were grouped within the same
MLVA profile. MLVA 1 (M1) profile with t019 spa
type was the most frequent (M 1/t019, N = 88), followed
by profile 10 (M10/t311, N = 12) and profile 12
(M12/t7078, N = 2). Other profiles included only one
isolate each.

Representative isolates of each MLVA profile,
sequence types and, virulence genes profile were
chosen for PFGE analysis, revealing ten different PFEGE
types, and the dendrogram was constructed (Figure 1)
Pulsotype A was the most frequent band pattern
obtained (78%). Eight different sequence types (ST)
were determined within the isolates analyzed; ST30
was the most common (80%), followed by ST5 (14%).
Overall, two significant clones were identified among

Figure 1. Dendrogram of representative CA-MRSA isolates (N = 26), revealing ten different PFGE types using FigTree v1.4.0 software.
The STS-IV-t311-PVL positive, ST30-IV-t019-PVL positive, and ST8-IV-t008-PVL positive (USA 300) clones were included as
references. The Pulsotype A includes the following isolates: SIP48, SIP49, SIP83, SIP88, SCM65, SCM66, SCM68, SGP68, SGP9S5,
SGP191, SHNS5 and SHNG3. The Pulsotype G includes the following isolates: SHN18, SHN31, SHN59, SCM 73 and SIP54. The
Pulsotype H includes the isolates SCM71 and SGP167. And the following pulsotypes are represented by a single isolated: Pulsotype B-
SGP166, Pulsotype C-SHN80, Pulsotype D-SGP63, Pulsotype E-SGP215, Pulsotype F-SGP22, Pulsotype I-SGP199, Pulsotype J-SCM47.
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the isolates: ST30-IV-t019 77% (88/115) and ST5-IV-
t311 10% (12/115). Table 1 shows the molecular
characteristics of all CA-MRSA isolates.

In the phase one of the study (2009-2010) a
predominance of ST30-IV-t019 (54%) over ST5-IV-
t311 clone (17%) was observed, this difference
increased even more in phase two (65% ST30-IV-t019
to 5% STS5-IV-t311 clone, respectively), being
statistically significant (p = 0.01). ST30-IV-t019 (N =
88) was the main clone circulating in the four hospitals
included and was persistent throughout the study time.
Sixty-nine isolates belonging to this clone (78%) were
associated with SSTIs, while the remaining 22% with
invasive type infections. Furthermore, eight isolates
(67%) belonging to the STS5-IV-t311 clone were
responsible for SSTIs, and the other 33% (N = 4)
associated with invasive infections. Interestingly, one
isolate presented the ST8-IV-t11770-PVL positive
profile, similar to ST8-USA300-LV (Latinoamerican
Variant).

Discussion

In Paraguay, this study constitutes the first
epidemiological report that includes phenotypic and
genotypic data of CA-MRSA isolates recovered from
children from Asuncion and the Central Department.
The limited number of reports that refer to molecular
data and genetic variability of S. aureus include only
one description of two nosocomial clones recovered
from adults: most isolates analyzed were CC5-ST221-
1-t049, similar to the Cordobés/Chilean clone that
expanded through South America in the past decade and
the minority belonged to CC8-ST239-III-t037 clone
(related to the Brazilian clone) [24].

The increase in the prevalence of CA-MRSA
observed between these two phases is in accordance
with the regional trend of an increase in the incidence
rate of infections caused by community isolates and
with the methicillin-resistant phenotype among the
infections caused by this pathogen. Increases of up to
12 times in this rate are reported in a study conducted
over ten years in Argentina [25,26].

The dominant clone identified in this study was
CC30-ST30-IV-t019-PVL positive (77%). Although
some isolates belonging to this major clonal complex
shared the same pulsotype, there were differences in the
presence of virulence factors and the MLVA analysis.
Two ST30-IV isolates were spa type t975; this spa type
differs from the main found in this study, t019, in the
deletion of one repeat. The loss of repeated regions is
suggested as a novel mechanism of microevolution
during chronic diseases [27]. In this case, one of the
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isolates was recovered from a child with a chronic
infection that started with a skin abscess and evolved to
bilateral pneumonia and sepsis. The second isolate was
recovered from an abscess in the nasal region.

ST30-IV-t019 has also been described as the main
CA-MRSA clone found in other countries of South
America [7,28]. This clone emerged initially in the
SWP region (Australia, New Zealand); however, given
the reports of its circulation in Europe, the USA, and
South America, it is now considered a pandemic clone.
The SWP clone is related to other virulent CC30 clones,
such as the penicillin-resistant phage-type 80/81 clone
and the HA-MRSA clone EMRSA-16 [29]. In 2008, the
SWP clone was described as a minor community-
associated clone causing skin and soft tissue infections
and invasive diseases in Argentina [30,31]. Later,
ST30-IV clone has replaced the previously prevalent
CA-MRSA clone in this region, STS-IV-t311-PVL
positive, and it is well adapted to the community
environment infecting both adult and adolescent
patients [7,32,33].

The second most frequent clone identified in this
study (ST5-IV-t311), is closely related to other CA-
MRSA clones circulating in our region [6,22,30].
Interestingly, the SWP clone is the prevalent clone
found in this study and the ST5-IV-t311 clone in second
place. This observation reinforces the successful
adaptation of the SWP clone to this region of South
America.

In Paraguay, we observe a similar trend: during
2009-2010 ST30-IV-t019 (54%) was predominant over
ST5-IV-t311 (17%) in the second phase of this study
(2012-2013), the difference was higher (65% and 5%,
respectively) suggesting the replacement of ST5-IV-
t311 by ST30-IV-t019 again. This replacement could be
due to the presence or increased expression of certain
virulence and adhesion factors, such as fibrinogen
binding proteins (FnbPs), in the ST30 clone that
determine greater success in establishing in certain
niches and the subsequent dissemination to other tissues
[34].

In this study, we also described for the first time in
Paraguay the CC5-ST100-IV-t002 clone closely related
to the Argentinian pediatric clone [35]. Moreover, two
other minor clones were also identified: CC30-ST435-
IV-t021-PVL positive and CC8-ST72-IV-t148, both
reported previously in other countries of the region such
as Argentina, Brazil, and Uruguay [6,7,28,35-38].

One clone MRSA ST8-IV-t11770 (additionally
resistant to tetracycline) was recovered from an SSTI in
a ten-year-old child with no comorbidities (starting spot
on foot) that was complicated by sepsis with multiple
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foci. This is the first report in Paraguay of a strain
related to the ST8-USA300-LV (Latin American
Variant) clone. This epidemic and hypervirulent clone
was determined to be frequent in the northern region of
South America and is associated with the carrying of a
pathogenicity island that encodes the genes of
enterotoxins sek and seq (SaPIS5), as well as mobile
genetic elements such as COMER (Copper and mercury
resistance mobile element), which promotes bacterial
survival by providing resistance against certain defense
mechanisms used by the innate immune system [39,40].

The absence of vancomycin, tetracycline,
tigecycline, and teicoplanin-resistant isolates reveals
the still intact potential of these antibiotics for the
treatment of CA-MRSA infections in Paraguay. Other
reports also indicate that CA-MRSA isolates are usually
susceptible to other families of antibiotics, in contrast
to HA-MRSA [41-43]. However, due to the appearance
of vancomycin-resistant S. aureus (VRSA) strains in
EEUU in 2002, after the increase in vancomycin
treatment in hospitalized patients infected with MRSA,
it is necessary to maintain an efficient surveillance
system that could alert in real-time changes in the
susceptibility for vancomycin [44—48].

The levels of resistance to chloramphenicol (21%),
erythromycin  (17%), clindamycin (15%), and
gentamicin (7%) are similar to the reported by other
authors in CA-MRSA isolates [49,50]. The increasing
frequency of CA-MRSA infections has forced the
incorporation of clindamycin and other antibiotics as
part of the antimicrobial treatment schemes in cases of
staphylococcal SSTIs. The clindamycin resistance
levels detected in this study have exceeded the cutoff
point of 10%, considered a reasonable limit for the use
of clindamycin in the empirical treatment of mild or
moderate skin and soft tissue infection produced by
MRSA (or by MSSA in patients allergic to beta-
lactams) [42]. This fact increases the possibilities of
therapeutic failure, being able to have a direct impact
on the empirical scheme that should be taken into
account in daily pediatric practice [43,51].

The extraordinary genetic success of CA-MRSA
clones is now well known. The spread of CA-MRSA
virulent clones in the hospital setting is currently a
major cause of concern worldwide [52].

Conclusion

The ST30-IV-t019 clone was identified as the
dominant CA-MRSA clone that infected Paraguayan
children patients in the studied period. This is the first
report of CA-MRSA clones isolated from children in
Paraguay, and it demonstrates the imperative need for a

J Infect Dev Ctries 2020; 14(3):290-297.

better understanding of the transmission dynamics of
this microorganism to establish an effective
epidemiological surveillance system.
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