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AH: Adquisicidn hospitalaria

Agr: Accesory gen regulator
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Ccr: Del inglés “cassette chromosome recombinase”

CIM: Concentracion minima inhibitoria

CoNS: Coagulase-negative staphylococci

PFGE: Electroforesis en gel en campo pulsado (del inglés Pulsed Field Gel
electrophoresis)

ETA: Toxina exfoliativa A (del inglés, “Exfoliative Toxin A")

IS: Secuencias de insercion (del inglés “insertion sequences”)

ISP: Instituto de Salud Publica

LA: Utilizado para referirse a infecciones asociadas a ganado, ejemplo "SARM-LA", (del
inglés “livestock-associated”)

MEC: Matriz extracelular

MLST: Del inglés “Multilocus sequence typing”

MSCRAMMs: Del inglés “microbial surface components recognizing adhesive matrix
molecules”

NI: No identificada

NT: Referido a cepas que no reaccionaron con primers utilizados, quedando como no
tipificables

PB: Pares de bases

PBP: Enzimas transpeptidasas que participant en el entrecruzamiento del
peptidoglucano (del inglés Penicillin Binding Protein)

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (del inglés “Polymerase Chain Reaction”
PIA: Del inglés “Polysaccharide intracelular adhesin”

PG: Peptidoglucano

PT: Pulsotipo

PTs: Pulsotipos

PVL: Leucocidina de Panton-Valentine (del inglés Panton-Valentine Leucocidine)
ORFs: Marcos abiertos de lectura (del inglés “Open reading frames”) OS-MRSA:
Oxacilline susceptible-methicilin resistant S. aureus S. aureus: Staphylococcus
aureus

SASM: S. aureus sensible a meticilina

SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina

SE: Del inglés “staphylocociccal enterotoxin”

SCCmec: Staphylocociccal chromosomal cassette mec

ST: Secuenciotipo

TN: Transposones



TSST-1: Toxina del Sindrome de Shock Toxico
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1. RESUMEN

Introduccidn: La resistencia a meticilina en Staphylococcus aureus (SARM) surgié en
la década de los 1960 tras la adquisicion del gen mecA. Mundialmente SARM es
causante de infecciones, pudiendo ser multirresistente a los antibidticos y tener
factores de virulencia como la Leucocidina de Panton-Valentine, aumentando su
patogenicidad. En la regidn de Valparaiso, Chile, existe escasa informacion de las cepas
SARM circulantes, el objetivo del estudio fue la caracterizacién genética y antibiotipo de
cepas aisladas en Valparaiso entre los afios 2017, 2018 y 2019.

Métodos: Se estudiaron 44 cepas SARM humanas aisladas de diferentes centros de
salud y comunidad entre 2017-2019 en la regidon de Valparaiso, en las que se
determind su antibiotipo mediante difusion en discos de agar, la concentracion
inhibitoria minima inhibitoria (CIM) para vancomicina, el genotipo mediante presencia
de los genes pv! y tipo de SCCmec (I-1V) por PCR vy la relacién clonal por PFGE y MLST.
El analisis estadistico se realizé con el programa MyStat, por medicion de frecuencias y
test de Fisher (p=0,05).

Resultados: Dectectamos doce antibiotipos, destacando uno con resistencia solo a B



lactémicos y otros dos con resistencia de cuatro a cinco tipos de antimicrobianos (B
lactamicos, macrdlidos, lincosamidas, quinolonas y aminoglucésidos). El gen pv/ se
detect6 en el 84,1% de cepas independiente del tipo de SCCmec. Las cepas estudiadas
se agruparon en 19 pulsotipos incluyendo los complejos clonales CC1, CC5, CC8, CC30
y distinguiendo los genotipos ST5-I-pv/*, ST8-1V-pv/*, ST5-I-pv/", ST8-I-pv/*, ST105-
II-pvl*, ST30-1V-pvl*, ST225-11-pvl*, ST5-11-pvl’, ST5-11-pvI*, ST5-1V-pvI*, ST225-1 pv/,
un ST no descrito y 4 cepas no tipificables.

Conclusiones: La mayor parte de cepas SARM analizadas presentaron
multirresistencia antibidtica y el gen pvl. Los principales genotipos fueron ST5-I-pv/* del
CC5, cepas equiparables al clon USA300 del CC8 vy al clon chileno/cordobés del CC5.
Palabras clave: Staphylococcus aureus resistente a meticilina, PFGE, SCCmec,

caracterizacién genética, Leucocidina Panton-valentine

2. INTRODUCCION

2.1 Caracteristicas generales de Staphylococcus aureus

El género Staphylococcus agrupa bacterias cocaceas Gram positivas, y
actualmente esta compuesta por 51 especies, las cuales se dividen en 2 ramas, los
estafilococos coagulasa negativos (CoNS) y los que presentan enzima coagulasa
(coagulasa positivo), la cual le brinda al estafilococo la capacidad de convertir el
fibrindgeno en fibrina, generando coagulos (1), en estas Ultimas esta a S. aureus (2).
Este microorganismo forma parte de la microbiota de alrededor de un 20-30% de la
poblacion (2), ubicandose en piel y mucosas, siendo la nariz un reservorio comun (3).
Estd asociada a altas tasas de morbimortalidad cuando produce infecciones a la piel y
tejidos blandos, como infeccion de heridas o infecciones mas invasivas, como
endocarditis, ostiomielitis, sindrome de shock tdxico, septicemia y meningitis, entre
otras (4), con las cuales se compromete la vida del paciente. Las bacterias de la
especie S. aureus se transmiten por distintas vias, como son, alimentaria, por contacto
persona a persona y contacto indirecto y también por gotitas de usuario con infeccidn
respiratoria (5,6).

Entre las caracteristicas microbioldgicas de S. aureus esta la morfologia de sus
colonias redondas, lisas, elevadas, con colores amarillos o dorados por los pigmentos

carotenoides, y en el microscopio utilizando tincién de Gram se visualizan como



agrupaciones en forma de racimo de uva (1). Es una bacteria anaerobia facultativa (7),
que posee la enzima catalasa, propiedad se utilizada en el laboratorio para diferenciarla
de Streptococcus y Enterococcus (1), puede crecer en temperaturas desde los 10°C a
40°C, se ha documentado que es una bacteria haldfila capaz de crecer a
concentraciones de cloruro de sodio de entre un 7-10%(8,9), en medios con 5-9 de pH
y se multiplica a una actividad del agua (abreviada como “Aw”) a un valor minimo de
0,93 favoreciendo su presencia en alimentos (9).
Al ser una bacteria Gram positiva, posee una gruesa pared que la protege del medio
ambiente y evita su lisis osmética. Para sintetizar dicha pared, en la cara exterior de la
membrana plasmatica se ubican las enzimas transpeptidasas que catalizan el

entrecruzamiento del peptidoglucano, las también denominadas PBPs (6).
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2.2 Factores de virulencia de S. aureus

En S. aureus se han identificado diferentes factores de virulencia que le confieren
caracteristicas patdgenas, se pueden destacar:
- Factores que promueven la adherencia a superficies de S. aureus es la proteina A,
proteina de superficie codificada por el gen spa que esta conservado en la especie S.
aureus (4,10), le confiere a la bacteria la capacidad de evadir al sistema inmune, a
través de la union al receptor Fc de las inmunoglobulinas para inhibir el reconocimiento
por parte de los neutroéfilos (1).
- Toxinas estafilocdcicas, entre ellas se presentan:
o Hemolisinas, entre las cuales estan la alfa, beta, gama y delta (3). o
Leucocidinas, destacando la leucocidina Panton Valentine (PVL), la cual puede
adquirirse en S. aureus por bacteriéfagos. En el hospedero PVL puede actuar como
un superantigeno, es causal de necrosis y leucolisis y es codificada en la bacteria
por dos genes que componen pv/ que corresponden a lukS-PV y lukF PV
(3,4,10,11). La PVL se compone principalmente por dos cadenas de polipéptidos,
el S (Proteina de elucién lenta) y F (Proteina de elucién rapida), su mecanismo de
accidon es mediante la formacién de poros en la membrana celular de leucocitos,
provocando inestabilidad osmética en la célula objetivo, liberando su contenido
interno, afecta a neutrdfilos, quienes al poseer enzimas lisosomales son liberadas
al medio extracelular, provocan dafio en el tejido del hospedero (1). Una vez en la
bacteria, se puede transferir a otras bacterias de la misma especie en pldsmidos y
esta asociada a infecciones de piel y tejidos blandos (10). Se ha descrito /ukS-PV

se une al receptor C5aR1 presente en neutrofilos (figura 1A), no obstante aun no



esta claro que genera la unidn de /ukF-PV, antiguamente se relacionaba que la
unién de /ukS-PV al receptor hC5aR1 gatillaba la dimerizacion de lukF-PV,
posteriormente formarian un octamero alternando los componentes Sy Fy
formando un poro barril-B en la membrana del neutréfilo (figura 1A), no obstante,
hoy en dia se ha postulado que mientras /ukS-PV se une al receptor hC5aR1,
lukF-PV se uniria de manera simultanea a receptores hCD45 en neutrofilos para la

formacion del octéamero (figura 1B), sin embargo, aln estd en estudio (12).
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Figura 1: Propuesta de modelo por Tromp et al, 2020 (12) para la interaccion
de PVL-célula y la formacion del poro. Extraida desde Tromp et a/, 2020 (12). S:
lukS-PV, F: lukF-PV. En negro se observa el receptor hC5aR1l. En rojo el receptor
hCD45.

o Toxina del sindrome de shock téxico, “TSST-1, codificada por el gen tst (3,4,11),
es un superantigeno de riesgo vital que genera una respuesta inflamatoria
provocando un estado de shock, hipotensién, fiebre, y rash cutaneo, entre otros
(4).

o Toxinas exfoliativas con actividad serina proteasa, rompen las adherencias de



los desmosomas afectando a desmogleina I (1), se identifican la A y B, siendo
la A la que provoca el “Sindrome Estafilocdcico de la piel escaldada” y es
codificada por el gen eta (1,4).

o Enterotoxinas estafilocécicas abreviadas SE identificando a SEA, SEB, SEC, SED

y SEE (3), las enterotoxinas son termorresistentes y también resisten a la
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accion de enzimas gastricas y yeyunales, su importancia radica en

intoxicaciones asociadas a alimentos generadas por S. aureus (13).

- Catalasa, enzima conservada en la especie, mencionada previamente, que le confiere
proteccién frente al peréxido de hidrégeno (1).

- Coagulasa, enzima que favorece la agregacion de S. aureus, encapsula a la bacteria
protegiéndola de la fagocitosis de leucocitos al convertir el fibrindgeno en fibrina, esto
favorece la formacion de abscesos en el hospedero donde la bacteria queda
encapsulada en una capa de fibrina (1).

Es importante mencionar que cada aislado de S. aureus puede presentar distintos
virulotipos segun sus factores de patogenicidad, exceptuando por la presencia
constante de proteina A, coagulasa y catalasa (siendo la proteina A especifica de la
especie) (3).

En relacién a la resistencia a antimicrobianos, a medida que S. aureus ha sido
expuestas a antimicrobianos, se han seleccionado cepas que contienen mecanismos de
resistencia y multirresistencia a ellos (10). Esta situacion ha dificultado el tratamiento vy
estado del paciente produciendo infecciones persistentes, aumentando el riesgo de
morbimortalidad y la diseminacion de la bacteria; es por lo anterior que en infecciones
producidas por S. aureus se distinguen cepas S. aureus sensibles a meticilina (SASM) y

S. aureus resistentes a meticilina (SARM) (3).

2.3 Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM)

SARM es un linaje que surgié en la década de 1960 como consecuencia del uso
de meticilina para el tratamiento de cepas resistentes a penicilina, tanto la meticilina
como la penicilina son parte de la familia de antibiéticos B-lactdmicos (10). Los
antibidticos B-lactamicos se caracterizan por poseer un anillo betalactdmico en su
estructura, el acido 6-aminopenicilanico al cual se unen algunos radicales quimicos
generando diferentes antibidticos. El mecanismo de accién de los B-lactdmicos consiste
en inactivar a las proteinas PBPs mediante una unién covalente entre el anillo
betalactdmico y la PBP a través de un residuo de serina (formando un complejo acil

enzima), esto se debe a que la conformacion del anillo betalactdmico es homdlogo al



dipéptido D-alanina-D-alanina (sustrato de las PBPs), siendo antagonista en su unién y
como consecuencia, se afecta la formacion de la pared bacteriana por la inhibicion del
13
entrecruzamiento del peptidoglucano (6). Cepas S. aureus poseen enzimas
betalactamasas con actividad penicilinasa (6,14), con capacidad de hidrolizar la unién
covalente entre anillo betalactamico y la PBP, inactivandolos y por lo tanto, inhibiendo
la accion del B-lactéamico; y por ello se crearon los B-lactdmicos-semisintéticos con
diferencias estructurales en sus grupos radicales, con mayor peso molecular y
resistentes a la hidrdlisis de las betalactamasas por impedimento estérico. En estos B
lactémicos sintéticos destaca la meticilina y las isoxazolil-penicilinas (cloxacilina,

oxacilina, flucloxacilina) que son molecularmente comparables (figura 2) (6).

Figura 2: Estructura de la penicilina, meticilina y cloxacilina. Extraida desde
Aguayo-Reyes A. et al, 2017 (6).

Posterior a la creacion de los B-lactamicos sintéticos surgieron cepas resistentes
que se diseminaron y generaron diferentes clones SARM en el mundo, siendo su
presencia a nivel mundial, desde 1980 hasta la actualidad, como consecuencia del uso
excesivo de antimicrobianos y su eliminacion al medio ambiente (10).

La diseminacién y adquisicion de SARM puede ser de manera intrahospitalaria, a
los que se denominan con “SARM-AH” o también se pueden adquirir de manera
ambulatoria en la comunidad, llamadas "“SARM-AC” (15). Debido al abuso de
antibidticos en animales de ganado para alimentacion, se han aislado cepas asociadas a
ganado, “LA-SARM”, su transmisibilidad al ser humano estd aun en estudio (10). A su
vez, se han descrito diferencias genéticas en cepas segun origen de los aislamientos
(4,6,10,16), a su vez, existen diferencias en las caracteristicas de SARM segln zona
demografica en donde es aislada y en la medida que se ha diseminado se han
observado variaciones genéticas en diferentes zonas del mundo (6,10,16). En Chile la
predominancia de infecciones por SARM es principalmente hospitalaria, sin embargo
existen casos por contagio comunitario (5,6).

Las cepas SARM no solo presentan resistencia a la mayor parte de
14



betalactdmicos, también suelen presentar resistencia a macrdlidos y fluoroquinolonas,
sin embargo, tienden a conservar la sensibilidad a ceftarolina y ceftobripol (10). En
Espana, se realizd un estudio para caracterizar las cepas SARM-AC aisladas de una
residencia de ancianos, encontrando altas tasas de resistencia a levofloxacino,
gentamicina, tobramicina y clindamicina (5). En Irdn se han reportado cepas SARM con
resistencia a ciprofloxacino, tetraciclina, eritromicina y clindamicina en trabajadores de
la salud y pacientes hospitalizados (3). Se identifican distintos antibiotipos con
multirresistencia en las cepas SARM segun origen de aislamiento y lugar geografico
(15).

Existen diferentes métodos para caracterizar el antibiotipo, entre ellos el método
de difusién con sensidiscos en agar (2,3). En Chile ISP (Instituto de Salud Publica)
realiza la técnica de difusion en sensidiscos en agar segun las recomendaciones del
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) testeando la sensibilidad a penicilina G,
oxacilina, cefoxitina, ceftarolina, vancomicina, teicoplanina, clindamicina, eritromicina,
ciprofloxacino, cloranfenicol, gentamicina, tetraciclina, minociclina, tigeciclina,
sulfametoxazol-trimetoprim (cotrimoxazol), rifampicina, linezolid, quinupristina
dalfopristina, entre otros (15). Considerando que, dentro de las opciones terapéuticas
para tratar infecciones por SARM estdn la vancomicina y cefalosporinas de quinta
generacidon (6). En diferentes infecciones por S. aureus previo al resultado del cultivo
microbioldgico y antibiograma, en forma empirica se utilizan antibidticos segun
naturaleza de la infeccién y caracteristicas del usuario, como la eritromicina y

clindamicina para infecciones cutdneas o en usuarios alérgicos a B-lactamicos (17).

2.4 Mecanismo de resistencia a meticilina

S. aureus posee 4 tipos de PBPs sin sitios alostéricos: PBP1, PBP2, PBP3, vy
PBP4; cada una participa en distintos procesos de la sintesis y entrecruzamiento del
peptidoglucano. Por otra parte, las cepas resistentes a meticilina se caracterizan por la
adquisicion del gen mecA que codifica una PBP2 distinta, denominada “PBP2a” con un
peso de 78 kDa y con baja afinidad por el anillo betalactdmico, confiriéndole asi
resistencia antibidtica a la bacteria que la posee, por lo que no se forma el
intermediario acil-enzima (6,10). La PBP2a esta compuesta por 3 dominios, un dominio

transpeptidasa, uno transmembrana y otro dominio de no-unidn a penicilina que
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presenta un sitio alostérico, el cual al ser estimulado por el PG en produccién, provoca

en la proteina un cambio conformacional, permitiendo la unién exclusiva al

peptidoglucano, evitando asi la union de otra molécula al dominio de “no-unién a B



lactédmicos”, sus primeros 2 dominios mantienen su actividad normal, por lo cual no se
interviene en la formacion de capa de peptidoglucano (6,10).

El gen mecA puede detectarse en varias especies del género Staphylococcus
(18), es parte del Staphylococcal Cassette Chromosome mec (6,10), abreviado como
SSCmec, y es necesario que la cepa SARM lo posea para codificar a PBP2a. SCCmec es
una unidad genética mdvil que facilita su transferencia entre distintas bacterias, a
partir de lo cual se ha propuesto que su origen fue desde otra especie de
Staphylococcus (6,10), posiblemente S. sciuri (10,19,20) o S. fleurettii (6,10,19,20).
El gen mec constituye una familia de isoenzimas que agrupa a los genes mecA, mecB,
mecC y mecD, sin embargo, no todos han sido detectados en SARM, siendo el mas
comun el mecA (10). A su vez existen alelos de gen mecA, entre ellos estan los mecA1
y mecA2, caracterizados por tener una similitud nucleotidica mayor al 70% y menor al
95% del gen mecA original (10). Similar a mecA, se han identificado casos de SARM en
que ha sido negativa su identificacion genética debido a la presencia de un homdlogo
descrito como gen mecC, ubicado en el mismo SCCmec y que codifica un producto
peptidico similar al PBP2a codificado en el gen mecA (con un 63% de similitud en sus
aminoacidos) (10). El gen mecC presenta alelos mecCl y mecC2. Existen otros
homadlogos al gen mecA, descritos como mecB y mecD (con un 60% y 61% de similitud
nucleotidica a mecA respectivamente), identificados principalmente en otras especies,
aunque se han descrito casos de SARM negativos para mecA y positivos para dichos
homdlogos. El gen mecD brinda resistencia a toda la familia de antimicrobianos
B-lactamicos y difiere en su ubicaciéon dentro del genoma bacteriano, en todos los
homdlogos el producto al cual codifican es similar a la PBP2a, conservando los 3
dominios (10).

Al presente se han identificado 14 tipos distintos de SCCmec, con genes que le
confieren a la bacteria resistencia a otros antimicrobianos, dicho cassette se divide en 3
principales zonas que incluyen distintos genes (10,21) (tabla 1): ~-Complejo gen mec:
Contiene el prototipo de gen mec, componentes regulatorios de la resistencia a
meticilina (mecl y mecR) y secuencias de insercién (IS) o transposones (Tn) que se
ubican de manera anterior al gen mec o posterior a él. Existen 5 clases del
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complejo gen mec segun el gen mec y distribucién de los otros genes que lo componen

(10).

-Complejo gen ccr: En él se ubican los genes ccr que codifican para recombinasas
sitio especificas que le permiten al cassette SCCmec integrarse al cromosoma
bacteriano y regular su movilidad, también contienen los sitios ORFs, a los cuales no se

les ha determinado su funcién a la fecha. Se han descrito los prototipos ccrA, ccrB y



ccrC; los cuales poseen sus respectivos alelos, obteniendo en la combinacién de
diferentes genes un total de 9 complejos gen ccr (10).

-Regiones J o “joining regions”: Actualmente existen 3 segun su ubicacién dentro
del SCCmec, 11, ]2 y 13 (10); pueden contener genes que codifican para resistencia a
diversos tipos de antibidticos (como macrdlidos, lincosamidas, aminoglucdsidos),

transposones, genes de integrasa, variando de uno a otro tipo (10).

A partir de la conformacion de los distintos complejos del SCCmec, se han

descrito y clasificado distintos SCCmec (tabla 1), que difieren en la composicion de sus

complejos, en la integracion de secuencias o transposones, ubicacion de los genes.

Tabla 1: Tipos de SCCmec con mecA y mecC (6,10,22)

Tipo de Complejo Estructura del Tipo de Estructura
SCCmec gen mec complejo gen mec complejo gen complejo gen ccr
ccr
I Clase B 1S1272-AmecR1-me 1 ccrAl, ccrB1
CcA 1S431
II Clase A mecl-mecR1-mecA 2 ccrA2, ccrB2
1S431
II1 Clase A mecl-mecR1-mecA 3 ccrA3, ccrB3
1S431
IV Clase B 1S1272-AmecR1-me 2 ccrA2, ccrB2
CA 1S431
\" Clase C2 1S431- 5 ccrC1
mecA-amecR1-1S43
1
\"A % Clase B 1S1272-AmecR1-me 4 ccrA4, ccrB4
cA 1S431
VII Clase C1 IS431-AmecR1- 5 ccrC1
mecA 1S431
VIII Clase A mecI-mecR1-mecA 4 ccrA, ccrA4, ccrB4
1S431
IX Clase C2 1S431- 1 ccrAl, ccrB
mecA-amecR1-1S43
1
X Clase C1 1S431-AmecR1- 7 ccrAl, ccrB
mecA 1S431
XI Clase E blaZ-mecC-mecR1-mecl 8 ccrAl, ccrB3
XII Clase C2 1S431- 9 ccrC2, accrA1
mecA-amecR1-1S43
1
XIII Clase A 1S431-mecI-mecR1- 9 ccrC2
mecA-1S431
X1V Clase A mecI-mecR1-mecA 5 ccrCl
1S431




Basado en Aguayo et al. 2018, Lakhundi et al. 2018 y Urushibara et al. 2020. H
IS: Secuencias de insercidon
blaz-mecI-mecR1: Genes regulatorios de la expresién de PBP2a(23)
ccr: Genes que codifican recombinasas
aGenes truncados

El primer tipo de SCCmec fue descrito en 1999 en una cepa SARM-AH,
conteniendo sitios ORFs sin funciéon determinada, al igual que los tipos I y III (10).
Ademas, el cassette tipo III que contiene dentro de sus componentes transposones que
codifican para resistencia a cadmio, a su vez contiene en su zona J3 genes que
codifican para resistencia a eritromicina (macrdélido) y espectinomicina (10). EI SCCmec
tipo IV se caracteriza por ser el mas corto y contener principalmente gen mecA, se ha
asociado principalmente a cepas SARM-AC (10,16,21). EI SCCmec tipo V posee
regiones ORFs sin funcidon conocida, al igual que el tipo IV no posee genes de
resistencia adicionales al mecA (10). Los tipos I, II y III se han descrito principalmente
en cepas SARM-AH, mientras los IV y V se relacionan a SARM-AC a nivel mundial (10),
a pesar de ello se debe considerar el contexto del usuario al cual se le aisld la cepa
para determinar el tipo de aislamiento de la misma, si es que este fue comunitario u
hospitalario, debido a que se han reportado casos de cepas con caracteristicas de
SARM-AC pero con un aislamiento correspondiente a SARM-AH vy viceversa (10,21,24).
Las actividades del presente estudio se enfocara en detectar los mas
prevalentes a nivel nacional y mundial los SCCmec I-1V, que son los mas cominmente

detectados internacionalmente (10,21).

2.4.1 Cepas OS-SARM, una excepcion

Se ha documentado como principal causante de la resistencia a meticilina la
proteina PBP2a, sin embargo, se han identificado cepas sensibles a oxacilina, pero
resistentes a meticilina, denominadas “0S-SARM”, a pesar de que ambos antibidticos
son similares, la aparicién de dichas cepas son un misterio, debido a que poseen el gen
que mecA y codifican la proteina PBP2a, sin embargo, se desconoce la causa de su
sensibilidad a oxacilina. Una diferencia que se ha estudiado entre cepas SARM y OS
SARM, se relaciona con la formaciéon de biofilm, en donde las cepas SARM resistentes a
oxacilina generan un biofilm con mayor potencia en relacion con las OS-SARM que

poseen un biofilm intermedio (25).
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2.5 Caracterizacion genética de cepas SARM



Inicialmente, para detectar a las cepas SARM, se realizan estudios en base a sus
caracteristicas fenotipicas, el antibiograma, en donde se identifica una cepa S. aureus
resistente a la meticilina con pruebas de susceptibilidad frente a la oxacilina y
cefoxitina, la resistencia a meticilina se confirma detectando el gen mecA por PCR como
estandar de oro (15). Posteriormente se realizan estudios genotipicos a través de
técnicas genéticas moleculares, esto permite estudiar el origen y relacion de las cepas,
su diseminacion y evolucién a través del tiempo (10,15), lo cual permite una vigilancia
epidemioldgica activa de las cepas, estudiar brotes, identificar, controlar infecciones
nosocomiales de manera oportuna y evitar su diseminacion (26). Entre las técnicas
usadas:

-Tipificacion de genes mediante PCR: La reacciéon en cadena de la polimerasa
“PCR"”, amplificando exponencialmente el fragmento de un gen a partir de la accion de
una enzima ADN polimerasa termorresistente y utilizando los primers del gen de interés
delimitando su amplificacidon, generando amplicones de ADN doble hebra, volviéndolos
detectables y analizables en un gel de agarosa en una PCR de punto final. Técnica base
para realizar diversos analisis como por ejemplo, permite la identificacién de los tipos
de cassette SCCmec y otros genes tales como los que codifican factores de virulencia
(27). A su vez, permite la tipificacion del gen spa en S. aureus, mediante una PCR
inicial, posteriormente el producto se secuencia y determina un alelo de dicho gen en
las cepas analizadas, permitiendo analizar relaciones filogenéticas, es un método mas
economico que el MLST y es utilizado en estudios epidemiolégicos locales

(10,28).

-PFGE: Para analizar los distintos linajes genéticos bacterianos se utiliza la PFGE,
permite analizar fragmentos de ADN bacteriano de hasta 1000 kb previo a una

digestion con enzimas de restriccion, siendo una técnica gold estandar para el tipado
genético de SARM tras la digestion con la enzima Smal (10). En la electroforesis por
PFGE la direccion de los campos eléctricos cambia de forma intermitente, permitiendo

la separacion de los fragmentos seglin su tamafo, obteniendo como resultado un perfil
de fragmentos de ADN que permite tipificar y relacionar genéticamente cada cepa con

el resto de cepas analizadas al incluir los perfiles obtenidos en un programa informatico

(10,27). Tiene limitaciones econémicas debido a los precios de reactivos a
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utilizar y equipo especializado, el requerimiento de protocolos estrictos para el manejo

del ADN y de la realizacion de la técnica, la cual a pesar de ello, es reproducible en
distintos laboratorios en cuanto a los resultados obtenidos, sin embargo, diferencias en
su realizacién afecta a las bandas conseguidas y con ello al perfil (10).



-MLST: En espafol tipificacion multilocus de secuencias es una técnica que permite
establecer las divergencias o similitudes genéticas entre cepas bacterianas de una
misma especie, lo realiza a través del andlisis de la secuencia nucleotidica de
fragmentos de 7 genes housekeeping propios de la especie y compara los cambios que
ocurren en la secuencia nucleotidica de ellos. Los genes utilizados codifican para
proteinas que forman parte del metabolismo de la especie S. aureus, entre ellos se
presentan arc (Carbamato quinasa), aro (Shikimato deshidrogenasa), glp (Glicerol
quinasa), gmk (Guanilato quinasa), pta (Fosfato acetiltransferasa), tpi (Triosafosfato
isomerasa) e yqi (Acetil coenzima A acetiltransferasa) (10). De forma técnica, en
primera instancia se realiza una PCR de la secuencia parcial de cada gen, consiguiendo
fragmentos de 450-500 pares de bases (10), los cuales se secuencian y luego se
determinan los distintos alelos de cada gen, obteniendo un perfil de ellos generando
una combinacion designando un secuenciotipo (ST) determinado. Actualmente se
pueden obtener los datos de dichos ST via digital en sitios libres para la comunidad
cientifica (10).

2.6 Diferentes cepas SARM

Las diferencias en la microbiota se observan tanto a nivel individual como a nivel
geografico y S. aureus no ha sido la excepcidn, con caracterizaciones en diferentes
zonas del mundo y evolucionando en su distribucion (10). La propagaciéon de SARM ha
sido de manera internacional entre paises desde un mismo continente, como
intercontinental a su vez, acompanado de la evolucidon en las cepas de un sector
geografico a otro, con aparicion de nuevas cepas (10). El surgimiento de nuevas cepas
SARM provenientes de distintos lugares geograficos, observandose diferencias en la
susceptibilidad antimicrobiana, la presencia o ausencia de genes como el pv/y
variaciones en el tipo de cassette SSCmec. Existen ademas diferencias entre los
SCCmec detectados a nivel intrahospitalario y comunitarios a nivel internacional,

siendo el tipo IV en general identificado a nivel comunitario y los tipos I y III a nivel
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hospitalario (AH) (3,6).

En Latinoamérica se han identificado distintos clones de SARM, con distintos
SCCmec, la utilidad de conocer los distintos clones de las cepas es la epidemiologia
asociada y por lo tanto, el control de ellas, permitiendo establecer, si existe mayor
diseminacion de un clon dentro de un area en un tiempo determinado, la posibilidad de
brotes epidémicos y su origen (10). Las cepas SARM detectadas en Latinoamérica se

destacan por pertenecer a los CC5, CC8 y CC30 (29). En el caso del CC5 se identifican



el clon pediatrico (SARM-ST5-1V), new york/japén (SARM-ST5-1I, con susceptibilidad a
glicopéptidos, linezolid, sulfametoxazol-trimetoprim, gentamicina y rifampicina), el clon
brasilero (SARM-ST239-III), multirresistente pero con susceptibilidad a vancomicina,
tigeciclina, linezolid y daptomicina, el chileno/cordobés (SARM-ST5-1)(10,29,30). En
Chile destaca el clon chileno/cordobés se ha asociado como SARM-AH, a su vez, es
también multirresistente a antimicrobianos, con susceptibilidad a glicopéptidos,
linezolid, sulfametoxazol-trimetoprim, minociclina y rifampicina (29).

Entre los antecedentes de las caracteristicas de cepas SARM que circulan en
Chile, se reportaron en Valdivia cepas SARM-AH con los tipos de SCCmec I y IV en un
97% de un total de 100 cepas aisladas (27), siendo detectados los ST5 y ST8
principalmente (27).

Finalmente, un clon que se ha extendido internacionalmente, es el USA300, el
cual pertenece al CC8, siendo ST8-IV positivo al gen pv/, se ha documentado como
susceptible a clindamicina, rifampicina, sulfametoxasol-trimetoprim y tetraciclina, en

ocasiones se han observado casos de resistencia intermedia a vancomicina (10).

2.6.1 SARM-AH

Las cepas SARM-AH es una subclasificacion de cepas SARM que se asocian a
aislamientos hospitalarios, dichas cepas son agentes productoras de infeccién asociada
a la atencidn en salud (IAAS) (15), que ocurren cuando el usuario esta posterior a sus
48 horas de hospitalizacién o “tiene factores de riesgo como hemodiélisis, cirugia,
hospitalizacion en el afio previo, historia de aislamiento de SARM, catéter permanente
o dispositivo percutaneo” (15). Las IAAS, consisten en procesos infecciosos que se
adquieren durante la atencion en un centro de salud, donde la infeccién no esta en su
periodo de incubacién en el usuario hasta antes de concurrir al centro de atencion de
salud (incluyendo a centros de atencidn ambulatoria y cerrada), es por ello que su
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diagndstico considera el tiempo de incubacién del microorganismo patdégeno, por lo

tanto, este puede ser durante la atencion o posterior al alta del paciente (15). En Chile
el manejo de las IAAS ha progresado a través del tiempo, al estar afiliadas a los
procesos de atencion, son altamente prevenibles y controlables, en el presente son
vigiladas activamente con personal dedicado, a través del “Programa Nacional de
Control y prevencién de infecciones asociadas a la atencién en salud”, conocido como
PCI. La introduccion del PCI ha logrado disminuir la tasa de IAAS entre un 30% a un
50% en 10 afos (31), sin embargo, han aparecido cada vez mas agentes patdgenos
resistentes, entre los cuales se presenta el SARM, su mayor pick fue en el periodo del

2008-2009 (31), el cual se ha controlado a través de los afios. Entre las IAAS asociadas



a SARM se presentan infeccién de sitios quirdrgicos, bacteriemias y neumonia asociada
a ventilacion mecanica (5,6).

En el continente americano el 2018 en SARM-AH se describieron como
principales tipos de SCCmec los I, II y III (10).

En un estudio realizado en un hospital de la ciudad de Valdivia, en el sur de
Chile (publicado el afio 2013), se identificaron cepas de adquisicion hospitalaria SARM
ST5-1-pvl,, SARM-ST5-1V-pv/*, SARM-ST8-1V-pv/*y SARM-ST8-IV-pv/(27). En el
estudio anterior, junto a uno realizado el aio 2008 en Venezuela, se reportaron cepas
SARM resistentes a eritromicina, clindamicina, gentamicina y ciprofloxacino,
ocasionalmente a rifampicina (27,32).

En otro estudio realizado el 2016 en un hospital en Iran a pacientes vy
trabajadores del area de la salud, se reportaron casos de cepas resistentes a
tetraciclina, eritromicina, ciprofloxacino y clindamicina, la totalidad de las cepas
sensibles a vancomicina, ademas, se identificaron casos de cepas SARM pv/ positivas y
el cassette SCCmec mas comun fue el tipo III (3). A su vez en dicho estudio entre los
ST detectados se presentaron cepas ST859-I11-pv/", ST859-11-pv/", ST6-I-pvi*, ST6-IV
pvil*, ST639-111-pvl, ST343-111-pvl"y ST239- I1I-pvi*.

En Palestina, cepas SARM aisladas desde hospitales, entre los afios 2015 a
2017, en donde la resistencia a antibidticos, incluyo a la familia de los B-lactamicos,
junto con otros tales como eritromicina (macrélido), clindamicina (lincosamida),
gentamicina (aminoglucésido), entre otros, sin embargo la totalidad de las cepas
estudiadas eran sensibles a vancomicina (4), entre los tipos de SCCmec predominaron
los tipos I y 1V, estos ultimos por presentar tipo IV fueron definidos dentro del estudio
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como SARM-AC (4).

En un estudio publicado el 2017 realizado en Nuevo México, Estados Unidos,
analizaron cepas SARM-AH aisladas de pacientes adultos, para la caracterizacion se usé
PFGE y se identificé la presencia de los genes pv/ por PCR, entre otros, incluyendo las
caracteristicas de los usuarios; las cepas predominantes correspondian a los linajes
USA100 y USA300 (24).

En resumen, existe una caracterizacion de cepas SARM-AH causantes de IAAS,
donde se han visto los SCCmec tipos I, II y III, sin embargo, no es excluyente de
situaciones hospitalarias con cepas con caracteristicas genéticas asociables a SARM-AC

como la presencia del SCCmec tipo IV o la presencia del gen pv/ (10).

2.6.2 SARM-AC

Las cepas SARM-AC son causal de infecciones adquiridas en la comunidad (11),



se identificaron por primera vez en 1980 y al igual que las AH se han diseminado
mundialmente (10). Generalmente se asocia a infecciones en partes blandas, como
heridas o causando abscesos, también se ha relacionado a situaciones de neumonia
necrotizante (20).

Las cepas SARM-AC muestran diferencias genéticas en relacién a las SARM-AH,
reflejado en caracteristicas fenotipicas, como son su resistencia a menor cantidad de
antibidticos el tipo de SCCmec, principalmente es el tipo IV (10) y en menor medida los
tipos V y VII (20). Se ha descrito como marcador de ellas la presencia del gen de
virulencia que codifica para la PVL (10) con una positividad sobre un 75% en cepas
SARM-AC (33), sin embargo hoy en dia existen reportes de cepas hospitalarias con
dicha caracteristica, siendo objeto de debate (10,24).

Entre los clones reportados en Estados Unidos, se ha identificado como predominante
la cepa "USA300” caracterizada genéticamente por ser ST8-1Va, pv/ positiva, ACME
positiva, originalmente reconocida como cepa de adquisicion comunitaria, sin embargo,
ha sido aislada en centros hospitalarios dentro de Norteamérica (10,20). En infecciones
AC es una cepa que se aisla en sitios extra nasales y se asocia a casos de endocarditis,
neumonia y fascitis necrotizante y como infecciones AH se ha asociado a infecciones al
torrente sanguineo (10). Por otra parte, se ha identificado en el norte de Sudamérica la

presencia de una variante del clon
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USA-300, denominado “"USA300-LV", la cual se diferencia en el subtipo de SCCmec

siendo el tipo IVc y ACME negativa (27).

En Chile existen distintos reportes de SARM en los Ultimos afios, entre el 2012-
2013 en un hospital de la Regidén Metropolitana se detectaron 4 casos pediatricos de
SARM-AC (11,31). Las infecciones adquiridas en comunidad de S. aureus tienden a
relacionarse como infecciones a la piel y tejidos blandos (10) y se han ligado a
resistencia a menor cantidad de antibidticos (10), uno de ellos comparable con la
meticilina, la cloxacilina, antibidtico B-lactamico utilizado en infecciones estafilococicas
(6).

El ISP (Instituto de Salud Publica de Chile) realizé una vigilancia epidemioldgica
activa de los SARM-AC, analizando cepas de S. aureus obtenidas en todo el territorio
nacional, en el periodo 2012 a 2016. Obtuvieron 1.079 cepas S. aureus, se confirmd
gue un 90,2% de ellas fue SARM. A dichas cepas se les realizd confirmacion
microbiolégica entre las cuales se presentaron pruebas bioquimicas y sensibilidad
antimicrobiana (15). Para la confirmacion de cepas SARM-AC utilizaron el método de

difusidon en agar con sensidisco de cefoxitina, junto a la deteccién de los genes mecA y



pvl, por PCR y caracterizacidon por PFGE (15). Entre las regiones con mayor porcentaje
de SARM-AC enviadas al ISP, la V region ocupa el tercer lugar con un 3,7% (36
bacterias) de un total de 973 cepas SARM-AC a nivel nacional, con resistencia a
cefoxitina, eritromicina y ciprofloxacino, entre otros. Es importante destacar que en
dicho periodo se observé un aumento de las cepas SARM-AC analizadas por el ISP,
comenzando en el afio 2012 con 103 cepas confirmadas como SARM y en 2016 con 318
cepas (15). En el mismo proceso de vigilancia, en el periodo 2012-2013 se tipificaron
59 cepas SARM-AC pv/*y mediante MLST, se observd un predominio del

ST8 (54,2%), seguido de ST30 (15,3%) (15), en dichos analisis no se contemplod la
tipificacién del SCCmec.

Finalmente, en SARM-AC el gen pv/ es utilizado como marcador, a pesar de ello
en Chile se han identificado casos SARM-AC pv/ negativos (11). En Palestina, un estudio
realizado en cepas aisladas de hospitales, un 86,6% resultdé presentar el SCCmec 1V,
por lo cual se les fue clasificadas como comunitarias, de la totalidad de las cepas en

estudio 29,5% eran pv/ positivas, de esas cepas un 100% presenté SCCmec 1V (4).
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2.7 Situacion en Latinoamérica y Chile respecto a SARM

SARM es un problema a nivel mundial, con diferencias de prevalencia
geograficas (6). Este microorganismo forma parte de la microbiota comensal del ser
humano, existiendo portadores sanos, lo que favorece la transmisién y por lo tanto, la
diseminacion de clones con diferente patogenicidad importados desde otras zonas
geograficas o bien la posibilidad de surgimiento de nuevos clones desde las cepas ya
circulantes (6,10). En este sentido, es importante tener datos actualizados sobre la
epidemiologia de SARM, por ejemplo, en Chile, han incrementado las inmigraciones
desde el 2010 y el 2016 se pesquis6 que un 4,35% de la poblacién que vive en el pais
son extranjeros residentes, con anterioridad, el afio 2002 el porcentaje de extranjeros
en Chile correspondia al 1,27% de la poblacién, con un aumento de aproximadamente
3 veces en el periodo. Los datos del ultimo CENSO indicarian que el 4,35% del total de
inmigrantes residentes, el 69,2% corresponden a individuos de paises sudamericanos,
entre los que se presentan con un 25,2% de personas nacidas en Peru, Colombia con
un 14,1%, Venezuela con un 11,1%, Bolivia con 9,9% y Argentina con un 8,9% (34),
lo que se cdmo se menciond, podria aumentar la diversidad fenotipica y genotipica de
cepas SARM circulantes ya sea de individuos portadores y las que producen infecciones.

En Chile existe un programa de vigilancia de infecciones y epidemiologia, en
términos legales estaba regulada por el decreto N°158 hasta abril del afio 2020, en la

actualidad por el decreto supremo 7 (35,36) en este Ultimo se establecio la vigilancia



de SARM-AC, sin embargo, el Instituto de Salud Publica realizaba en afios previos
vigilancia de dicha cepa y las cepas SARM-AC, confirmando la resistencia a meticilina y
determinando las caracteristicas genotipicas y de resistencia antibidtica (15). Por otra
parte, también se realiza una vigilancia de bacterias resistentes a antimicrobianos,
norma técnica N°175, la cual ha sido modificada en el tiempo, estableciendo el envio al
ISP de manera obligatoria de cepas S. aureus que presenten resistencia intermedia o
como tal a vancomicina y aquellas con resistencia a cloxacilina aisladas de
hemocultivos. Ademas desde el 2019, incluye también a aquellas S. aureus de
cualquier origen si son aisladas de un paciente con colonizacion o infeccion por
enterococo resistente a vancomicina (37).

En relacién al programa de vigilancia nacional de SARM-AC del ISP se ha
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evidenciado el aumento progresivo de cepas infecciosas SARM-AC que han sido

enviadas para su analisis, en él se contempla la caracterizacion de la resistencia a
antibidticos y del gen pv/, entre otros (15). A pesar de que se estudid la susceptibilidad
a antibidticos en el programa, se debe considerar que es una cepa que estd en
constante cambio (5). Por ello es importante conocer las similitudes y diferencias que
podrian presentar las cepas actuales de SARM. En la region de Valparaiso, siendo la
segunda region mas poblada del pais (34), hay diferentes centros hospitalarios de alta
complejidad como el Hospital Dr. Gustavo Fricke, Hospital Carlos Van Buren, Clinicas
privadas, etc. donde se han aislado bacterias SARM que producen infecciones en
pacientes, sin embargo, se desconoce las caracteristicas de dichas cepas y por otra
parte, se aislan a su vez bacterias SARM de infecciones comunitarias. A pesar de que el
ISP realiza vigilancia epidemioldgica de cepas S. aureus acorde al marco legal actual,
este no incluye a la totalidad de cepas SARM, sumado a que estan en constante cambio
y evolucion, desconociendo cuales son las caracteristicas fenotipicas u genotipicas de
las cepas SARM causantes de infecciones en pacientes que acuden a diferentes centros
asistenciales de la region.

Por lo previamente descrito, nacid la pregunta de investigacién para la presente
tesis, ¢Cudles son las caracteristicas del antibiotipo y del genotipo de cepas SARM

aisladas en la region de Valparaiso (V region) de Chile durante el periodo 2017-2019?
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cuales son las caracteristicas del antibiotipo y del genotipo de cepas SARM aisladas en
la V regidn de Chile durante el periodo 2017-2019?

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la susceptibilidad a los antimicrobianos y las caracteristicas genéticas de

cepas SARM, aisladas en la V regidn durante el periodo 2017-2019.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificacidn del fenotipo de resistencia antibiética de las cepas SARM 2.

Determinacion del tipo de cassette cromosomal estafilocdcico de resistencia a

meticilina de las cepas SARM confirmadas

3. Deteccion de la presencia del gen codificante para el factor de virulencia leucocidina
de Panton-Valentine en cepas SARM

4. Determinacion de la relacién genética entre las cepas SARM mediante PFGE y MLST
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6. METODOLOGIA

Se e describieron en primera instancia los aspectos generales y posteriormente
la metodologia por objetivo especifico.
6.1 Aspectos generales
6.1.1Cepas control

El presente estudio se realizd analizando cepas SARM recolectadas y cepas
control respecto a los objetivos especificos del estudio. Las cepas control corresponden
a las indicadas en tabla 2:
Tabla 2: Cepas control utilizadas en el estudio, relacionada a su objetivo de

uso y origen.

Nombre de Objetivo de uso Donante-origen Caracteristicas
cepa
ATCC® Confirmacién Laboratorio SARM
BAA1026 genética de Microbiologia sede
cepas SARM San Felipe




ATCC® 25923 Objetivo Laboratorio S. aureus
especifico 1 Microbiologia sede
(subtitulo 7.1) San Felipe
UCO-484: Objetivos Laboratorio SARM Clon
Clon especificos 2 y 3 Universidad de USA300,
USA300 (subtitulos 7.2 y Concepcion, Dra. SCCmec 1V,
(NARSA 482) 7.3) Helia Bello pvi*
UCO-498 Objetivo Laboratorio SARM Clon
especifico 2 Universidad de chileno/cordobé
(subtitulo 7.2) Concepcion, Dra. s, SCCmec I
Helia Bello
UCO-499 Objetivo especifico Laboratorio SARM clon
2 (subtitulo 7.2) Universidad de new
Concepcidn, Dra. york/japon,
Helia Bello SCCmec 11
UCO-503 Objetivo especifico 2 Laboratorio SARM clon
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(subtitulo 7.2) Universidad de hungaro,
Concepcién, Dra. SCCmec 111

Helia Bello

6.1.2 Recoleccién de cepas

Se incluyeron 44 cepas previamente identificadas como SARM, aisladas de
portacion nasal de estudiantes de medicina y enfermeria de UV Campus San Felipe
(n=2), Hospital San Camilo (n=1), Hospital Dr. Gustavo Fricke (n=17), Hospital Carlos
Van Buren (n=9) y del ISP que provinieron de instituciones de salud de la regién de
Valparaiso (n=15). Durante la recoleccion de bacterias SARM de laboratorios
microbiolégicos de hospitales de la regiéon, 8 no presentaron caracteristicas para ser
incluidas en el estudio. Las cepas correspondieron a la regién de Valparaiso, Chile, del
periodo 2017-2019.

Las cepas fueron identificadas con un numero, resguardando la confidencialidad




del usuario del cual fue aislada. Al no haber acceso a la totalidad de fichas clinicas, se
desconoce clasificacion SARM-AC o SARM-AH de cada cepa. Las bacterias fueron
estudiadas en los laboratorios de investigacidon de Microbiologia y Biologia Molecular de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Valparaiso en Chile y en el Servicio de

Microbiologia del Instituto Ramon y Cajal de Investigacion Sanitaria (IRYCIS), Espafia.

6.1.3 Criterios de inclusion y exclusion
En el estudio se incluyeron aislamientos de origen humano, se identificaron
como SARM usando como marcadores genéticos los genes spa y mecA, aisladas de
personas dentro de la regién de Valparaiso en Chile en el periodo de afios 2017-2019.
Los criterios de exclusion utilizados correspondieron a cepas aisladas de
especies no humanas, identificadas como SASM, cepas que carecieran de genes spa y
mecA, aislamientos de SARM de humanos que se encontraran fuera de la region de

Valparaiso y del periodo de tiempo descrito.

6.2 Cultivo de cepas

Las cepas de SARM se cultivaron en agar sangre o agar sal-manitol incubadas a
37°C en estufa de cultivo, durante 18 horas (38). Los laboratorios en que se
desarrollaran las actividades, desde cultivo a las propuestas por cada objetivo
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especifico, seran realizadas en laboratorios con nivel de bioseguridad nivel 2 acorde a

lo propuesto por el Instituto de Salud Publica de Chile, 2013 (39,40).

6.3 Extraccion de ADN

Para la aplicacién de PCR se realizd extraccion de ADN, utilizando colonias
bacterianas previamente cultivadas. Se ajustd la concentracién bacteriana
uniformemente, se resuspendieron las colonias en solucion estéril de 0,9% de NaCl, a
una densidad 6ptica de 0,6 A en el espectrofotdmetro a 625 nm, 1 ml de la suspensién
se centrifugaron a 16.000xg durante 2 min a 4°C y se elimind el sobrenadante. El
pellet bacteriano se resuspendié en 1 ml de buffer compuesto por Trizma base 20 mM,
NaCl 150 mM a un pH de 7,6 y se le agregd 40 ul de lisozima a una concentracion de
10 mg/ml, se incubaron a 39 °C por 90 min, se centrifugaron a 16.000xg durante 2
min a 4°C y se eliminé el sobrenadante. Se recuperé el pellet bacteriano en 100 pL
buffer de lisis compuesto por 10 mM Tris HCL, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl y 1% de
Triton. La lisis celular se completdé al calentar a 100°C durante 15 minutos,
posteriormente los tubos se enfriaron a temperatura ambiente durante 5 minutos, se

centrifugaron a 16.000xg por 2 min a 4°C, se recuperd el sobrenadante con el ADN



bacteriano en tubos eppendorf estériles y se almacené a -20°C hasta su uso.

6.4 Cuantificacion de ADN

La cuantificacién se realizé mediante espectrofotometria midiendo absorbancia a
260 nm (Az60), considerando Azeo= 1 equivale a 50 ug ADN/ml, se utilizaron cubetas de
cuarzo y agua bidestilada estéril, siendo un control de la técnica una cubeta de cuarzo
agua bidestilada estéril, con él se calibré el equipo con A260=0, en cada cubeta de
cuarzo se midid el ADN templado diluido 200 veces, se aplicé la relacién previamente
mencionada considerando disolucidon y se calculé para obtener el valor en ng/ul. Se

conservo el ADN templado de cada cepa a -20°C hasta su uso.

6.5 Confirmacion genética cepas SARM y limite de deteccién de genes spa y
mecA
Posterior a la extraccion de ADN se realizé una PCR multiplex, con los primers de

los genes spa y mecA utilizados por Okolie et al. 2015 (18), de los cuales se
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obtuvieron amplicones de 101pb (spa) y 155 pb (mecA), se realizd previamente la

estandarizacién de la técnica con diferentes concentraciones de ADN de cepa control
positivo ATCC® BAA1026™, concluyendo en una solucién de PCR, compuesta por
concentraciones finales de 1X Buffer de reaccién ThermoPol, 0,2 mM dNTPS, 0,5 uM de
primers forward (sp-1, me-1) y 0,5 pM primers reverse (sp-2, me-2), 200 ng de ADN
templado, 0,625 U de Taq Polimerasa (New Englands Biolabs, UK) y agua bidestilada
estéril hasta completar 25 pyL de volumen. Se ubicaron los tubos de PCR en el
termociclador, y la reaccién se realizd segin programa de tabla 3.

Tabla 3: Programa m-PCR 6ptimo para deteccién genes spa y mecA.

Temperatura Etapa N° de Ciclos | Tiempo por ciclo
94°C 1.Desnaturalizacion inicial 1 ciclo 5 min
94°C 2.Desnaturalizacion* 30 ciclos 30 seg
55°C 3.Union de primers 30 seg
68°C 4.Extensién Polimerasa® 30 seg
68°C 5.Extension final 1 ciclo 5 min
4°C 6.Conservacién 1 ciclo Infinito

(*) Desde la segunda a la cuarta etapa (°), se repitieron 30 ciclos de forma consecutiva



de un paso tras otro, formando 1 ciclo la finalizaciéon de la cuarta etapa, momento en

que se repitieron.

La estandarizacion contemplé en primera instancia el comprobar el programa de
PCR vy definir el limite de deteccion de ADN, para ello se utilizaron diferentes cantidades
de ADN del control positivo cepas ATCC® BAA1026™, 200 ng - 100 ng- 50 ng - 25 ng
-12,5ng-6ng-3ng-1,5ng - 0,75 ng - 0,35 ng, definiéndose
que el nivel minimo de deteccion de la técnica fue a 0,75 ng de ADN por mezcla de
reaccion PCR (resultados se muestran en figura 3b). Se determiné la cantidad de ADN
bacteriano minimo para detectar spa y mecA segun los resultados en cuanto a
visualizacion del tamano de amplicones esperados comparados con el marcador de
peso molecular ADN pb Ladder (New Englands Biolabs, UK), separados en un gel de
agarosa segun se describe en electroforesis en gel de agarosa. Acorde a la optimizacion
de la técnica, las reacciones se realizaron a una concentracién de 40 ng/ul, para
obtener 200 ng de ADN por mezcla de PCR.
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6.5.1 Electroforesis en gel de agarosa

Se realizd electroforesis en gel de agarosa al 2%, con tincidn con bromuro de
etidio 0,5 g/L y en buffer TBE 1X, se separaron los productos de PCR a 80 V por 1 hora,
finalmente se visualizaron los resultados en transiluminador UV(18). La cepa control
positivo S. aureus resistente a meticilina ATCC® BAA1026™, ha sido utilizada como
control en literatura (41,42) y para el control negativo se reemplazé el ADN gendmico

por agua bidestilada estéril.

6.6 Metodologia por objetivo especifico

6.6.1 Objetivo especifico 1. Identificacion del fenotipo de resistencia

antibiotica de las cepas SARM

Se caracterizo la resistencia antibidtica (antibiotipo) por técnica de difusion de
discos en agar Mueller-Hinton segun “Kirby & Bauer” (41), siguiendo estandar del
“Clinical and Laboratory Standards Institute” 2020 (CLSI), utilizando sensidiscos de
penicilina G (10 pg), oxacilina (1 ug), cefoxitina (30 ug), teicoplanina (30 ug),
levofloxacino (5 ug), minociclina (30 ug), eritromicina (15 ug), clindamicina (20 pg),
sulfametoxazol/trimetoprim (23,75/1,25 pg), cloranfenicol (30 ug), rifampicina (5 pg),



gentamicina (10 pg) (Oxoid Ltd, UK). Posteriormente se incubaron por 18 horas a 37°C
(39). El uso de cefoxitina es debido a que en un mismo cultivo se presenta una
heterogeneidad respecto a cepas sensibles y cepas resistentes, en las cuales la
cefoxitina induce la expresién del gen mecA (39). Como control de la técnica a realizar
se utilizaron cepas S. aureus ATCC® 25923. Para deteccidn de resistencia inducible a
clindamicina en S. aureus se utilizé el D-test segun Montoya et al. 2009 (43).

En caso de la susceptibilidad a vancomicina, se realizé técnica de concentracion
minima inhibitoria (CIM) por macrodilucién en caldo y para cada cepa en duplicado.
Para ello, se cultivaron cada una de las cepas a una concentracién de 5x 10°
bacterias/ml, en caldo de cultivo Mueller-Hinton, durante 24 horas a 35 °Cy
conteniendo diferentes concentraciones de vancomicina: 0 ug/mL, 0,39 pg/mL, 1,56
Mg/mL, 3,125 pg/mL, 6,25 pg/mL, 12,5 uyg/mL, 25 pyg/mL. Para las pruebas se
utilizaron los protocolos y la interpretacion segun CLSI 2018 (44,45). La variable para
analizar fue el espectro de resistencia antibidtica que presentaron
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las cepas, las cuales fueron tabuladas, posteriormente se les asigno un nimero segun

el espectro presentado para su agrupacion y analisis.

6.6.2 Objetivo especifico 2. Determinacion del tipo de cassette cromosomal
estafilococico de resistencia a meticilina de las cepas SARM confirmadas

Para la definicién del tipo de SCCmec se utilizaron 4 pares de primers que
diferencian entre los tipos I-IV, se bas6 en los primers y protocolo de PCR multiplex
(PCRm) descrito por Boye et al. 2007 (46). Cada reaccion de PCR se realizdé con un
volumen total de 25 pl, conteniendo 1X Buffer de reaccion ThermoPol (New Englands
Biolabs, UK), 0,2 mM dNTPS, 0,625 U de Taq Polimerasa (New Englands Biolabs, UK).
La concentracion de los primers utilizados fue de 0,35 UM de cada primer B (Forward) y
a3 (Reverse), 0,6 UM de cada primers ccrCF (Forward) y ccrCR (Reverse), 0,24 uM de
cada primer 1272F1 (Forward) y 1272R1 (Reverse) y 0,3 pyM de cada primer 5RmecAy
5R431. Los tubos de PCR con cada solucidon se llevaron a termociclador, se
programaron segun lo propuesto en la tabla 4:

Tabla 4: Programa termociclador PCR para tipo de SCCmec

TO Etapa N° de Ciclos Tiempo por ciclo
94°C 1.Desnaturalizacién inicial 1 ciclo 5 min
94°C 2.Desnaturalizacién* 35 ciclos 30 seg
55°C 3.Unidn de primers 30 seg




68°C 4 .Extension de ADN Polimerasa® 1 min

68°C 5.Extension final 1 ciclo 5 min

4°C 6.Conservacion 1 ciclo Infinito

(*) Desde la segunda a la cuarta etapa (°), se repitieron 35 ciclos de forma consecutiva
de un paso tras otro, formando 1 ciclo la finalizacion de la cuarta etapa, momento en

que se repitieron.

Los productos de PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa al
1,5%, con tincidon con bromuro de etidio a 0,5g/L. La corrida electroforética se realizé a
80 V durante 60 minutos, posteriormente se analizé en transiluminador con UV
determinando el tipo de cassette, segun tabla 5. Previamente, se realizo la
estandarizacién de la técnica utilizando las cepas control positivo y se utilizd UCO-498
en reacciones rutinarias como control positivo de reaccién de PCR (tabla 5). Como
control negativo se utilizé la reaccidon de PCR sin ADN, reemplazado por agua

bidestilada estéril.
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Tabla 5: Cepas control utilizadas para la reaccion mPCR y resultados

esperados para los diferentes tipos de cassette SCCmec

Cepa Control SCCmec Amplicon(es) esperado(s)
UCO-498 I 415 pb
UCO-499 II 937 pb
UCO-503 III 518 pb
UCO-484 vV 937 pb y 415 pb

Finalmente, del presente objetivo se realizaron dos analisis, el primer analisis
respecto al tipo de SCCmec que presentaban las cepas, clasificadas acorde a patrén
descrito en tabla 5 (clasificando a cada cepa como tipo I, II, III, IV o NT como no
tipificable al no haber amplificacion de los diferentes SCCmec de la reaccion),
posteriormente se analizaron los tipos de SCCmec identificados en cada cepa SARM

estudiada y se compararon con los perfiles de resistencia antimicrobiana de ellas.

6.6.3 Objetivo especifico 3. Deteccion de la presencia del gen codificante para




el factor de virulencia leucocidina de Panton-Valentine en cepas SARM

Se detectd el gen pv/ en cada muestra con confirmacion genética de genes spa y
mecA. Para ello se utilizé una PCR simple, con protocolos y primers utilizados por
Okolie et al. 2015, pv-1 y pv-2 (18). Las condiciones de las reacciones de PCR fueron
1X Buffer de reacciéon ThermoPol (New Englands Biolabs, UK), 0,2 mM dNTPS, 0,75 uM
de cada primers, 200 ng de ADN templado, 0,625 U de Taq Polimerasa (New Englands
Biolabs, UK), en un volumen final de 25 pl completando con agua bidestilada estéril.
Posteriormente se ubicaron los tubos de PCR en el termociclador, usando el programa

descrito en la tabla 6.

Tabla 6: Programa de PCR para gen pv/

Temperatura Etapa N° de Ciclos | Tiempo por ciclo
94°C 1.Desnaturalizacion inicial 1 ciclo 5 min
94°C 2.Desnaturalizacion* 35 ciclos 30 seg
58°C 3.Unién de primers 30 seg
68°C 4.Extensién de ADN Polimerasa® 30 seg
68°C 5.Extension final 1 ciclo 30 seg
4°C 6.Conservacion 1 ciclo Infinito

(*) Desde la segunda a la cuarta etapa (°), se repitieron 35 ciclos de forma consecutiva

de un paso tras otro, formando 1 ciclo la finalizacién de la cuarta etapa,
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momento en que se repitieron.

Previo a la aplicacion de la técnica se realizd una estandarizacion de ella,
mediante gradiente de temperatura desde los 46°C a 60°C, basado en lo utilizado por
Okolie et al. 2015.

El analisis de la PCR, se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1,5% con
tincion con bromuro de etidio a 0,5g/L y buffer TBE 1X, la corrida se hizo durante 60
min a 80 V, se analizé la presencia del gen pv/ con un tamafio esperado de 118 pb,
comparando su tamafio con el ADN 100 pb Ladder (New englands Biolabs, UK) en
transiluminador UV. Como control positivo se utilizaron cepas pv/ positiva SARM UCO
484, como control negativo se uso la solucion maestra sin templado de ADN, se le
agreg6 agua bidestilada estéril.

En el presente objetivo especifico se realizaron dos analisis. El primero fue




respecto a la presencia o ausencia del amplicoén de 118 pb, definiendo a cepas como
positivas o negativas al gen pv/. El segundo analisis fue en relacién al tipo de SCCmec
que presentaban las cepas, definiéndolas como “SCCmec X - pvI* / SCCmec X - pvi~,

siendo la X en este caso el tipo de cassette SCCmec.

6.6.4 Objetivo especifico 4. Determinacién de la relacién genética entre las
cepas SARM mediante PFGE y MLST

Se analizo la variabilidad genética entre las cepas bacterianas mediante
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) y secuenciacion tipo multilocus (MLST).
6.6.4.1 Protocolo PFGE

El protocolo utilizado en electroforesis del gel en campo pulsado estdan basados en los
utilizados por Murchans et al. 2003 (47) y Delgado et al. 2011 (48), para ello se
cultivaron cepas SARM, una cantidad constante de bacterias se homogeneizaron con
agarosa al 1% fundida, se armaron bloques de 1 mm de ancho y se dejaron enfriar, se
lisaron las bacterias mediante solucién de lisis conteniendo Tris 6mM, NaCl 1M, Brij-58
0,5%, EDTA 100 mM, Deoxicolato 0,2%, sarcosyl 0,5%, ADNasa 10 pg/ml, lisostafina
1mg/ml, se incubd a 37°C por 16 horas. Se elimind la solucién de lisis y se afadid
solucion de digestion compuesta por EDTA 0,5 mM, sarcosyl 1% y proteinasa K (inicial

20 mg/ml), se incubo a 56°C por 16 horas. Terminada la digestidn, se realizaron 2
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lavados con agua destilada de 10 minutos con agitaciéon a 50°C y 4 lavados con buffer

TE (Tris 1mM pH 8-EDTA 0,5 mM pH 8) de 15 minutos a 50°C cada uno, finalmente se
conservaron en 1 ml de TE a 4°C hasta su uso. Se corté 1/3 de cada bloque y se
digirieron en un buffer de digestion compuesto por 1X Smal buffer (Takara), BSA
0,001%, 10 U de enzima Smal (Takara), agua destilada estéril y se incubaron a 37°C
durante 16 horas (47,48). Se realizd la electroforesis en gel de agarosa al 1,2% con
buffer TBE 0,5X, se posiciono el gel en la cdmara de electroforesis CHEF DR-II System
(Bio-Rad Laboratories, Hércules) y se separaron los fragmentos de ADN durante 23
horas a 6V/cm?, divididos en 2 bloques, un primer bloque de 10 horas con tiempo
inicial de 5s y final de 15s y un segundo bloque de 13 horas con tiempo inicial de 15sy
final de 60s, junto a los fragmentos de ADN se cargaron los marcadores de peso
molecular CHEF DNA Size Standard, Lambda Ladder (Bio-Rad Laboratories) (48).
Finalizada la electroforesis, se retird el gel de agarosa y se realizo tincion con bromuro
de etidio (1 pg/ml) durante 10 minutos, se elimind el exceso lavando durante 3

minutos en agua destilada. Finalmente, se observaron los resultados en transiluminador

UV y se imprimio foto. Los perfiles de PFGE se analizaron con programa BioNumerics®,



perteneciente a Applied Maths y se establecié el corte para el agrupamiento de las
cepas en un valor de coeficiente de similitud de 0,7.
6.6.4.2 Protocolo MLST

La técnica de MLST se realiz6 a 19 de las cepas SARM, representativas de
diferentes grupos de obtenidos desde el analisis de PFGE. 2 cepas estaban previamente
caracterizadas por MLST (2 y 3). Para ello se amplificaron y luego secuenciaron los
amplicones de 7 genes housekeeping de S. aureus arcC, aroE, glpF, gmK, pta, tpi e ygi,
para ello se realizd una PCR con los primers y protocolos descritos en
https://pubmilst.org, la reaccién de PCR se realizé utilizando una temperatura de
hibridacion de 55°C. Luego se verificd la amplificacion de los genes por electroforesis en
gel de agarosa al 1%. Posteriormente, se purificaron las reacciones de PCR aplicando a
cada tubo ExoSAP-IT, Illustra, ExoProStar 1-step segun describe el fabricante (GE
Healthcare,Life Science, UK). Posteriormente se enviaron a secuenciar con Macrogen,
Espania.

El analisis bioinformatico se realizd utilizando el programa Chromas,
Technelsyum, se corrigidé la secuencia de cada gen, se ingresaron las secuencias de cada
alelo en https://pubmist.org, determinando un alelo acorde a su algoritmo,
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posteriormente dentro del sitio web se ingreso el perfil de alélico de cada cepa, en

donde se asigné el secuenciotipo correspondiente junto a su complejo clonal. El presente
objetivo especifico se analizé por diferentes variables, siendo la primera por PFGE el
analisis de relacion genética de las cepas con un coeficiente de similitud con corte en
0,7 y acorde a lo indicado por Tenover et al. 1995 (49) se definieron grupos clonales
como pulsotipos “"PT” y se enumeraron. Se analizaron los secuenciotipos con su
correspondiente complejo clonal acorde a lo indicado por pagina https://pubmilst.org, las
cepas aisladas que conformaban dichos grupos clonales acorde al afio de aislamiento,
tipo de SCCmec, resistencia antimicrobiana y lugar fisico de aislamiento. Finalmente se
integraron las variables analizadas en el proyecto en objetivos especificos 2, 3y 4,
agregando a las cepas las caracteristicas determinadas resultando perfiles definidos
como “ST SCCmec -pvI*™, siendo “ST” el secuenciotipo, “SCCmec” el tipo de cassette

cromosomal estafilocécico y “pv/*~” indicando el perfil de cepas con las caracteristicas

previas siendo positivas (*) o negativas () al gen pvl.

6.7 Analisis estadistico

Se utilizé estadistica descriptiva de frecuencias, aplicando limite de confianza de

95% al realizar analisis de la totalidad de cepas incluidas en el estudio (n=44). Para la



realizacién de los analisis, se utilizd el programa Mystat. Para analisis del objetivo
especifico 2, se analizé el SCCmec en relacidn con pv/ se usara test de Fisher con valor
p=0,05.

6.8 Proyecto

El proyecto se enmarca en el proyecto CONICYT Folio: MEC 80180065, con el
titulo “Actualizacion y fortalecimiento de la investigacion en microbiologia con énfasis en
el microbioma y en las bacterias patdégenas” de la Dra. Carmen Aravena, con la
colaboracién de la Dra. Rosa del Campo y Dra. Jenny Llanos.

El presente estudio no requirié aprobacidon de comité de ética para su realizacién, sin
embargo, fue evaluado por el comité de ética del Hospital Dr. Gustavo Fricke, quienes

eximieron al proyecto de su necesidad (Anexo A).
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7. Resultados

7.1 Objetivo especifico 1. Identificacion del fenotipo de resistencia antibiética
de las cepas SARM

Al realizar el analisis de fenotipos de resistencia, se obtuvieron 12 perfiles
diferentes, los tres espectros mas comunes correspondieron a cepas monorresistentes
(antibiotipo 1), frente a familia de pB-lactamicos, un segundo grupo con cepas
multirresistentes a B-lactamicos junto a macrélidos, lincosamidas, quinolonas y
aminoglucdsidos (antibiotipo XI) y un tercero con resistencia a B-lactamicos,
lincosamidas, macrdélidos y quinolonas, componiendo entre los 3 el 79,6% de la
muestra analizada (tabla 7). A pesar de que dichos perfiles fueron los mas comunes,
existié en general una amplia variedad de fenotipos de resistencia a diferentes familias.
El analisis por antimicrobiano independiente, se obtuvo que un 95,5% de cepas SARM
fueron resistentes a oxacilina, un 72,7% de cepas fue resistente a eritromicina, un
56,8% presentaron resistencia a clindamicina, a su vez un 9,1% resistencia inducible a
clindamicina. Respecto a quinolonas, se presentd una resistencia a levofloxacino en un
59,1% y un 4,5% mostrd resistencia intermedia, a gentamicina hubo un 36,4% de
cepas SARM resistentes (tabla 7). Por otra parte, existieron
antibidticos en donde hubo resistencia en menor frecuencia las rifamicinas
(representante la rifampicina), con un 2,3% de cepas resistentes a ellas. Se

identificaron 2 cepas SARM sensibles a oxacilina (0S-SARM), con resistencia a



macrolidos y a clindamicina de manera inducible (tabla 7, figura 4A). Las cepas del
estudio fueron todas sensibles a cotrimoxazol y minociclina.

Es importante mencionar, en relacién con los intervalos de confianza de los
resultados, en los perfiles con mayor frecuencia se observan valores de confianza
mayores, siendo las cepas con perfiles I y XI con valores de ICos% de 9,8%-48,4% de la
muestra, las con perfil IX poseen un ICos% de 8,4%- 45,9%. Por otra parte, los perfiles
caracterizados por obtener una frecuencia del 2,3% de cepas, se caracterizaron por
poseer ICos% de 0%-16,3% (tabla 7). Los valores de intervalo de confianza del estudio
poseyeron una variabilidad alta en cuanto al perfil de resistencia antimicrobiana.

Dentro de las resistencias del antibiotipo IX se observaron 9 cepas con

resistencia a los antimicrobianos de dicho perfil, y una cepa con resistencia intermedia
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a levofloxacino (cepa 19) y una segunda una cepa con resistencia inducible a
clindamicina junto a resistencia intermedia a levofloxacino (cepa 11)
Tabla 7: Perfil de resistencia antimicrobiana de cepas SARM (n=44).
Antibiotipo Perfil de resistencia Ne° de F % ICos%
antibidticos
resistentes
I PEN-OXA-FOX 1 12| 27,3% 9,8%-
48,4%
II PEN-OXA-FOX-ERI 2 1 2,3% 0,0%-
16,3%
III PEN-OXA-DAM-ERI 3 1 2,3% 0,0%-
16,3%
IV PEN-OXA-FOX-ERI-LEV 3 1 2,3% 0,0%-
16,3%
\" PEN-OXA-FOX-DA-LEV 3 1 2,3% 0,0%-
16,3%
V1 PEN-FOX-DAM-ERI-LEV 4 1 2,3% 0,0%-
16,3%
VII PEN-FOX-DAM-ERI-G 4 1| 2,3% 0,0%-
16,3%
VIII PEN-OXA-FOX-ERI-LEV-G 4 1 2,3% 0,0%-
16,3%




IX PEN-OXA-FOX-DAM™-ERI-LEV* 4 11| 25,0% | 8,4%-
45,9%
X PEN-OXA-FOX-DA-ERI-G-RD 5 1| 2,3% 0,0%-
16,3%
XI PEN-OXA-FOX-DA-ERI-LEV-G 5 12| 27,3% | 9,8%-
48,4%
XII PEN-OXA-FOX-DA™-ERI-LEV-CN 5 1] 2,3% 0,0%-
16,3%

Cada numero romano es un antibiotipo. F: Frecuencia de cepas con el antibiotipo. %:
Porcentaje de cepas con dicho antibiotipo. pen: penicilina fox: cefoxitina; oxa:
oxacilina; da: clindamicina; eri: eritromicina; lev: levofloxacino; g: gentamicina; rd:
rifampicina; cn: cloranfenicol

indReferido antibiotipos donde se incluyé cepas con resistencia inducible a clindamicina
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*Referido a antibiotipos similares donde se presentan tanto cepas con resistencia como

con resistencia intermedia

Se aplico método de CIM por macrodilucion en tubos a la totalidad de cepas
SARM para confirmacion de sensibilidad a vancomicina, finalmente se determind que
las cepas fueron sensibles, especificamente se presentd una cepa con resultado de
resistencia en método de difusién con sensidisco en agar, sin embargo, al realizar CIM
se inhibio el crecimiento a una concentracion de vancomicina de 1,56 ug/mL (figura
4B), siendo sensible al antibidtico.

A

Figura 4: Susceptibilidad antimicrobiana
A: Resultado de antibiograma por difusién en disco de agar de cepa OS-SARM




B: Determinacién de CIM para vancomicina en una cepa SARM
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7.2 Objetivo especifico 2. Determinacion del tipo de cassette cromosomal

estafilococico de resistencia a meticilina de las cepas SARM confirmadas

Tipo de SCCmec

Los tipos de cassette SCCmec identificados por mPCR en las cepas SARM
estudiadas fueron tipo I con un amplicon de 415 pb, tipo II con un amplicon de 937pb
y tipo IV con dos amplicones de 937 pb mas 415 pb respectivamente (figura 5 y tabla
8), las bacterias con SCCmec tipo I fueron las mas frecuentes con una proporciéon de un
33,9%-72,3% (ICos%), las SCCmec tipo IV con un porcentaje entre 11,7% a 46,0%
(ICes%) siendo ambas altamente variables (tabla 8). No se diferencié entre subtipos de
SCCmec 1V. El SCCmec menos comun entre las cepas recolectadas en este estudio fue
el tipo II (937 pb) con una frecuencia variable entre un 1,2%-24,6% (ICes%) (tabla 8).
No se identificaron en las cepas de este estudio el SCCmec tipo III ni V. En figura 5 se
observa imagen demostrativa de PCR multiplex de genes de SCCmec, siendo la
columna 4 resultado SCCmec tipo I (con amplicon de 415 pb), la columna 6 SCCmec
tipo IV (con amplicones de 937 pb y 415 pb) y en la columna 12 se identifico un
resultado para SCCmec tipo II (con amplicdn de 937 pb) (figura 5).



9 1 11 12

Figura 5: Electroforesis en gel de agarosa mPCR para tipo de cassette SCCmec
en cepas SARM. Cada carril corresponde a lo indicado en zona inferior de imagen, se
observan C-: control negativo, C+: control positivo, M: marcador de peso molecular y
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carriles 4 a 12 resultados de PCR usando como templado ADN de cepas SARM

estudiadas. Cepa 35 fue repetida con posterioridad, cepas 38 y 22 fueron eliminadas

del estudio.

Tabla 8: Tipos y frecuencias de SCCmec identificados en cepas SARM (n=44)
Tipo de Frecuencia Porcentaje ICos%
SCCmec

I 24 54,6% 33,9%-72,3%
II 4 9,1% 1,2%-24,6%
v 12 27,3% 11,7%-46,0%
NT 4 9,1% 1,2%-24,6%

Se asignaron los diferentes tipos de cassette SCCmec mediante nimeros romanos. NT
es referido a cepas que no reaccionaron con primers utilizados, quedando sin
tipificacién de SCCmec.

De las cepas SARM que presentaron el SCCmec tipo I (24/44), es donde hubo
una mayor heterogeneidad en los antibiotipos respecto a cepas que tienen otro
SCCmec, observando en el grafico de figura 6 que el 41,7% de dichas cepas (10/24)
poseen antibiotipo del XI (siendo el perfil de resistencia antibidtica mas comun en dicho
cassette), un 29,2% (7/24) poseen antibiotipo IX, un 12,5% (3/24) fueron resistentes



solo a B-lactamicos (antibiotipo I), posteriormente el 16,8% (4/24) restante de cepas
presentaron antibiotipos III, V, X y XII (cada uno con una cepa) fueron resistentes una
a B-lactamicos, clindamicina y eritromicina (antibiotipo III), la segunda a B-lactamicos,
clindamicina, levofloxacino (antibiotipo V) y la tercera fue resistente a B-lactamicos,
clindamicina, eritromicina, gentamicina y rifampicina (antibiotipo X) y la ultima se
observo resistencia a B-lactamicos, clindamicina, levofloxacino, y cloranfenicol
(antibiotipo XII) (figura 6).

Por otra parte, las cepas SARM que poseyeron el SCCmec tipo IV (12/44),
mostraron mayoritariamente el antibiotipo del I (figura 6), con resistencia al grupo de
B-lactamicos y el restante de cepas mostraron resistencia a mayor cantidad de
antibidticos (2, 3 y 4 respectivamente) (tabla 7). Finalmente, cuatro cepas SARM
tuvieron el SCCmec tipo II, 3 cepas con antibiotipo IX y 1 cepa con antibiotipo VI,
todas ellas fueron multirresistentes y comparten la resistencia a clindamicina,
eritromicina y levofloxacino. Finalmente, se presentan 4 cepas que no fueron tipificadas
con la técnica disponible y mostraron resistencia a 4 o mas tipos de antibidticos (figura
6).
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Figura 6: Distribucion de los antibiotipos segin tipo de SCCmec en cepas
SARM. Comparacion de diferentes perfiles de antibiotipo integrados en relacion con los
tipos de SCCmec detectados y expresado en porcentajes. Grafico A corresponde a los
perfiles de antibiotipos de cepas con SCCmec I, grafico B SCCmec II analisis de perfiles
de antibiotipo de cepas con SCCmec II; grafico C SCCmec IV analisis de perfiles de
antibiotipo de cepas con SCCmec 1V; grafico D SCCmec no tipificado analisis de perfiles
de antibiotipo de cepas con SCCmec 1V sin tipificacion de SCCmec.
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7.3 Objetivo especifico 3. Deteccion de la presencia del gen codificante para el

factor de virulencia leucocidina de Panton-Valentine en cepas SARM

Un 84,1% de cepas SARM (37/44) resultaron positivas al gen pv/ detectado por
la presencia del amplicén de 118 pb (figura 7). El ICes% pv/ fue entre un 66,7%-93,8%
(tabla 9).



Figura 7: Imagen de resultado gen pv/. Imagen demostrativa de un gel con el

resultado de PCR de punto final con el gen pvl/.

Tabla 9: Prevalencia del gen pv/ en cepas SARM (n=44)

pvi Frecuencia Porcentaje ICos%
Negativas 7 15,9% 5,3%-66,7%
Positivas 37 84,1% 31,6%-93,8%

Con relacién a los tipos de SCCmec y pvi, se presentd una distribucién heterogénea
entre cepas pv/ positivas y los tipos de SCCmec, siendo las cepas SCCmec tipo I un
79,2% (19/24) positivas al factor de virulencia estudiado, de tipo II un 75% (3/4), tipo
IV un 100% (12/12) positivas a pv/ y las no tipificables un 75% (3/4)
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positivas al gen pv/. No hubo diferencias estadisticamente significativas en la

proporcién del gen pv/ en relacién con los tipos de SCCmec, realizando comparaciones
entre pv/ en SCCmec tipo I con tipo II (p=0,6), SCCmec tipo I con tipo IV (p=1) y
SCCmec tipo II con tipo IV (p=0,3).
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7.4 Objetivo especifico 4. Determinacion de la relacion genética entre las

cepas SARM mediante PFGE y MLST

Las cepas estudiadas fueron genéticamente diversas, discriminando un total de 19
pulsotipos (PTs) por PFGE (figura 8), los cuales pertenecieron a siete STs diferentes ST1,
ST5, ST8, ST30, ST105, ST225 y uno no descrito anteriormente, a su vez, estos se
correspondieron a cinco complejos clonales, especificamente los CC1 (ST1), CC5 (ST5),
CC8 (ST8) y CC30 (ST30) (figura 8). De los PTs 9 fueron mayoritarios, compuestos por



dos o mas cepas, estos se asignaron como PT1 (2 cepas), PT5 (4 cepas), PT7 (2 cepas),

PT9 (2 cepas), PT12 (2 cepas), PT16 (10 cepas), PT18 (3 cepas), PT19 (2 cepas), PT20
(7 cepas) y correspondieron al 61,4% de las cepas SARM estudiadas, el resto 38,6%
correspondieron a 10 PTs compuestos por un clon (PT2, PT3, PT4, PT6, PT8, PT10,
PT11, PT13, PT14, PT15) (figura 8). El analisis por MLST se realizé en PTs compuestos

por una cepa y en PTs compuestos por dos o0 mas se seleccionaron cepas

representativas: PT5 (cepa 8), PT7 (cepa 13), PT9 (cepa 18), PT18 (cepa 40), PT19
(cepa 44), PT20 (cepa 45) pertenecieron al secuenciotipo 5 (ST 5) siendo en total 20

cepas; pulsotipos PT12 (cepa 28), PT16 (cepa 33) fueron ST 8 con un total de 11 cepas,

a ello se suma una excepcion dentro del PT16, la cepa 35 que posee un ST no descrito
previamente, finalmente PT1 (cepa 1) fue del ST225 representando a 2 cepas. Otros

STs fueron identificados en pulsotipos que representaban cepas sin relacion genética o
no relacionada, los secuenciotipos ST1 (cepa 27), ST30 (cepa) y ST105 (2 cepas sin

relacion, cepas 6 y 29) (figura 8).

Respecto a las caracteristicas genéticas y al ano de aislamiento, de 10 cepas del
afilo 2017 mostraron variabilidad genotipica, pues correspondieron a 9 genotipos
diferentes: PT2 (ST5 I pv/’), PT3 (ST5 II pvi*), PT10 (ST30 IV pv/*), PT11 (ST1 pvi),
PT12 (ST8 I pv/*), PT13 (ST105 pv/*), PT14 (ST8 I pv/*), PT15 (ST5 I pv/*) PT16 (ST8

IV pvi*), dentro de ellas solo 2 cepas (24 y 26) tuvieron relacion genética (PT16)

(figura 8), fueron aisladas en diferentes centros asistenciales de dos ciudades
contiguas (Vifia del Mar y Valparaiso); el resto de cepas de dicho afio no tuvieron
relacion entre las analizadas del mismo periodo, sin embargo, si con otros afos (figura
8).
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Las cuatro cepas SARM del afo 2018 se aislaron en diferentes centros

asistenciales y se distinguieron dos grupos clonales, uno de ellos compuesto por 1
cepa, correspondiendo a PT1 (ST225 II pv/*) y PT16 (ST8 IV pv/*) el cual se compuso

por dos o mas clones) (figura 8).
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Figura 8: Dendrograma de PFGE y caracteristicas genotipicas, fenotipicas y
demograficas de cepas SARM (n=44). Cada columna es una caracteristica de las
cepas estudiadas y cada fila corresponde a todas las caracteristicas de una cepa SARM.
Se agruparon grupos clonales (pulsotipos) utilizando como corte un coeficiente de
similitud igual a 0,7. Caracteristicas por columna se indica el pulsotipo (PT) asignados a
cada cepa SARM acorde al PFGE, cepa el nimero que identifica a cada cepa SARM,
identificandose con * las cepas secuenciadas en MLST, antibiotipo asignado el perfil de
resistencia antimicrobiana, la presencia (positivo) o ausencia (negativo) del gen pvil,

tipo de SCCmec. El secuenciotipo (ST), el complejo clonal a los cuales pertenecieron
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las cepas, el afio de aislamiento, la procedencia por institucién y la muestra de donde

fueron aisladas las cepas. Abreviaturas, NT: Caracteristica no fue tipificable con método
utilizado por no amplificacion con primers, HOSCA: “Hospital San Camilo”, HGF:
“Hospital Dr. Gustavo Fricke, HCVB: “Hospital Carlos Van Buren”, HSTL: “Hospital Santo
Tomas de Limache”. Cepa en color negro senala a cepa que fue eliminada del estudio

por no cumplir con criterios de inclusion.

En relacién con el afio 2019 se concentraron la mayor cantidad de cepas



analizadas (n=30), perteneciendo a 12 pulsotipos: PT1 (ST225 I pv/"), PT4 (ST105 II
pvlt), PT5 (1 cepa ST5 1 pvl'y 3 cepas ST5 I pvi*), PT6 (ST5 1V pvi*), PT7 (ST5 1 pvi),
PT8 (ST5 I pvI'), PT9 (ST5 I pvI*), PT12 (ST8 IV pvI*), PT16 (cuatro cepas ST8 IV pvi/*y
una STM'I pvi*), PT18 (dos cepas ST5 I pvi*y una ST5 I pv/*), PT19 (ST5 1 pvi*) y
PT20-ST5 (cuatro cepas ST5 I pv/*, dos cepas ST5 pvi*y una cepa ST5 II pv/) (figura
8); dichas cepas se agruparon en los pulsotipos PT5, PT9, PT16, PT18, PT19, PT20 con
cepas del mismo afio y a su vez en forma transversal con cepas de afios previos y de
diferentes instituciones de salud en la regién de Valparaiso. Por ejemplo, el PT1 incluyd
dos clones, uno aislado el 2017 en el Hospital San Camilo y una segunda cepa del afio
2019 aislada en el Hospital Gustavo Fricke (figura 8), igualmente el PT12 conformado
por una cepa aislada en Clinica Refiaca el afio 2017 y otra cepa aislada en el Hospital
Gustavo Fricke el 2019 (figura 8). También el PT16 (10 cepas) con dos cepas aisladas el
2017 en Hospital Carlos Van Buren y Clinica Refiaca, 2018 con 3 bacterias aisladas en
Hospital Carlos Van Buren y 2019 con clones determinados por PFGE aislados en
Hospital Gustavo Fricke, Hospital Carlos Van Buren y laboratorio clinico de Valparaiso,
de ellas ocho provienen de abscesos, heridas, secrecion y orina (poseyendo el SCCmec
IV y antibiotipo I) (figura 8). De las cepas aisladas en el Hospital Gustavo Fricke se
distinguieron un total de 9 pulsotipos, mientras las correspondientes al Hospital Van
Buren se determinaron 8 pulsotipos en los diferentes afios en ambos hospitales, sumado
a ello, entre ambos centros se observod relacion genética en diferentes pulsotipos
(figura 8).

En relacion con el analisis respecto a los complejos clonales, el CC5 representé
al 65,9% (29/44 cepas) (ICes% 44,0%-81,9%), incluyendo a cepas provenientes de
diferentes afios, el 51,7% (15/29) provino del Hospital Dr. Gustavo Fricke afio 2019, el
31,0 % (9/29) del Hospital Carlos Van Buren en el afio 2019, el 17,2% (5/29) fueron
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cepas que no tuvieron relacién en su perfil de PFGE y provinieron de diferentes lugares

fisicos y afios (2017 y 2018) (figura 8). Las cepas que correspondieron al CC5
mostraron el ST5, que fueron un 56,8% (25/44) de la totalidad de cepas del estudio,
seguido de los ST105 y ST225 con un 4,5% cada uno (2 cepas cada uno).

El segundo complejo clonal con mayor presencia fue el CC8 con un 27,3%
(11/44 cepas) (ICo5 11,2%-46,5%) de las cepas SARM estudiadas, el cual fue
transversal detectandose en cepas de todos los afios, un 54,5% (6/11) correspondieron
a cepas aisladas en HCVB en los tres afios y estan incluidas en un mismo perfil PFGE,
correspondiendo al PT16 (figura 8). El siguiente 45,5% (5/11) correspondieron a cepas
aisladas en Hospital Dr. Gustavo Fricke, Laboratorio Clinico Valparaiso y Clinica Refiaca,
dentro de este grupo clonal se incluyeron cepas aisladas en la Clinica Refiaca afio 2017

y Hospital Dr. Gustavo Fricke del afio 2019. CC1 fue una cepa aislada el afio 2017 en



Clinica Renaca (figura 8). EI CC30 correspondié a una cepa aislada el afio 2017 en
Hospital Carlos Van Buren (figura 8). Finalmente, una cepa que no ha sido descrita
previamente en MLST, siendo el 2,3% (1/44) de la muestra, aislada el 2019 en el
Hospital Carlos Van Buren (figura 8).

En relacién con los origenes bioldgicos de aislamiento, de las 44 cepas 12 no se
obtuvo informacién precisa, de las 32 cepas SARM restante se identifican 14
clasificaciones diferentes, de ellas en el PT7 se relacionan dos provenientes de
expectoraciones (cepas 13 y 16), en las cepas del PT16 se aislaron en cuatro origenes
bioldgicos diferentes los cuales son secreciones (cepas 7, 26, 35), abscesos (cepas 24,
32, 33, 36 y 39), herida (cepa 34) y orina (cepa 37) (figura 8).

En relacién con las cohortes segun pulsotipo, estos en su mayoria fueron
integrados por cepas SARM con diferentes antibiotipos, a pesar de ello, se presentaron
pulsotipos que se asociaron a ciertos perfiles de resistencia antibidtica el PT5 incluyo un
75% (3/4) de cepas con antibiotipo IX, PT16 con un 80,0% (8/10) de cepas con
resistencia a antibioticos B-lactamicos, antiobiotipo I, el PT18 con un 66,7% (2/3) con
el fenotipo de resistencia tipo XI, finalmente, en el caso del PT20 un 57,1% (4/7) de
cepas presentaron el perfil de resistencia de antibiotipo XI (figura 9). El restante de
pulsotipos Unicos segun PFGE correspondieron a cepas individuales o grupos donde
existié heterogeneidad respecto al SCCmec y su antibiotipo (figura 9).

Combinando las caracteristicas analizadas, el PT16 fue compuesto por el 22,7%
(10/44) de cepas SARM estudiadas, caracterizandose como cepas SARM-ST8-1V-pv/*

49
(figura 8), como previamente se menciond, se determinaron como resistentes a 8

lactdmicos y solo dos de ellas a levofloxacino, estas fueron cepas aisladas en los afios
2017 (n=2/10), 2018 (3/10) y 2019 (4/10) en diferentes centros de salud (figura 8). El
segundo grupo mayoritario fue el PT20, compuesto por 15,9% de cepas (7/44), dentro
del grupo, cuatro de siete cepas correspondieron a SARM-ST5-I-pv/*, una
SARM-ST5-II-pv/(figura 8) y otras dos cepas de este PT no se logro tipificar su SCCmec
pero mostraron un genotipo SARM-ST5-pv/*, las cepas del PT20 correspondieron al afo
2019, aisladas en diferentes centros asistenciales en las ciudades de Vifia del Mar y
Valparaiso (figura 8), con multirresistencia a oxacilina, cefoxitina, clindamicina,

eritromicina, levofloxacino y gentamicina (figura 8).
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Figura 9: Distribucion de los antibiotipos de resistencia antibiotica en los
pulsotipos mayoritarios (PT5, PT16, PT18 y PT20) de cepas SARM. A: PT5, B:
PT16, C: PT18, D: PT20.
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En relacién con la caracterizacién genética de SARM segun variables de ST,

SCCmec, y presencia o ausencia del gen pv/, se determinaron cepas ST5 I pv/*,
componiendo en forma mayoritaria en la muestra (tabla 10), estas cepas provinieron
de instituciones de Limache (afio 2017), Vifia del Mar y Valparaiso (2019) (figura 8),
constituyéndose por cepas provenientes de siete pulsotipos diferentes los PT5, PT7,
PT9, PT18, PT19, PT20 compuestos por dos o mas cepas y el PT15 Unico (figura 8).
Seguido de este genotipo y mayoritariamente se observaron cepas ST8 IV pv/* (tabla
10), compuesto por cepas aisladas en Vifia del Mar (2017 y 2019), Valparaiso (2017,
2018 y 2019) (figura 8), que pertenecieron al pulsotipo mayoritario PT16 y a PT12 que
representa a una cepa (figura 8). El genotipo ST5 I pv/’, con 4 cepas SARM, aisladas en
Valparaiso (2017) y Vifa del Mar (2019), no tuvieron relacidon genética entre ellas por
PFGE perteneciendo a diferentes pulsotipos PT2, PT5, PT8 y PT18 (figura 8) vy

excepcionalmente la cepa 8 del PT5 comun, fue la Unica de su grupo negativa al gen



pvl. Entre los genotipos obtenidos dos cepas SARM fueron del ST8 I pv/* (tabla 10)
provenientes de centros de salud de Vina del Mar y Valparaiso ambas del afio 2017
pertenecientes a los PT12 y PT14 sin relacidon genética entre ellos, pero cercanos en el
dendrograma al PT16 donde las cepas tienen el mismo secuenciotipo, cassette SCCmec
pero no poseen el gen pv/ (figura 8). Los genotipos ST5 II pv/*, ST5 II pv/, ST5 IV
pvl*t, ST30 IV pv/*, ST105 II pvi*, ST225 II pvl*, ST225 1 pvl, se caracterizaron por
representar cada uno a una bacteria SARM del estudio (tabla 10). Finalmente, cuatro
cepas SCCmec no tipificables en su SCCmec, entre ellas se identificaron 2 con genotipo

ST5 pvl*, que fueron parte del PT20 y una cepa ST1 pvl que pertenecié al PT11, la
cepa ST105 pv/* parte del PT13 (figura 8). Finalmente, una cepa unica (PT16) que no
pertenecid a un secuenciotipo ni grupo clonal, siendo su genotipo coincide con SCCmec

Iy pvl*, pero su ST no ha sido descrito (figura 8).

Tabla 10: Integracion global de caracteristicas pesquisadas en aislamientos

de cepas SARM region de Valparaiso (n=44)

Complejo Clonal Genotipo Porcentaje ICos%
5 ST5 1 pvi* 36,4% 16,2%-57,6%
5 ST51 pvl 9,1% 0,7%-26,7%
5 ST5 11 pvi* 2,3% 0,0%-16,3%
5 ST5 11 pvI 2,3% 0,0%-16,3%
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5 ST5 1V pvi* 2,3% 0,0%-16,3%
8 ST8 I pvi* 4,6% 0,0%-20,1%
8 ST8 1V pvi* 22,7% 7,0%-43,4%
30 ST30 1V pvi* 2,3% 0,0%-16,3%
5 ST105 II pvi* 2,3% 0,0%-16,3%
5 ST225 11 pvi* 2,3% 0,0%-16,3%
5 ST225 1 pvI 2,3% 0,0%-16,3%
NI STMI pvi* 2,3% 0,0%-16,3%
NT No tipificable 9,1% 0,6%-26,1%




Se realizd una caracterizacion globalizada integrando las variables previamente
descritas, resumiendo los diferentes genotipos pesquisados en el estudio, considerando
ST, SCCmec y presencia o ausencia de gen pv/. pvl* indica presencia del gen en el
genotipo. pvlTindica ausencia del gen en el genotipo. NI se refiere a cepa en que ST no
ha sido descrito. NT indica cepas no tipificables por método utilizado en el tipo de
SCCmec.

En resumen, los genotipos descritos, las ST5 I pv/* presentaron antibiotipos I,
III, IX, y XI, fueron aisladas de diferentes muestras, las cuales varian, siendo orina,
secreciones, herida, tejido blando, aspirado traqueal y zonas no identificadas, su
ubicacién fisica fue en Hospital Dr. Gustavo Fricke, Hospital Carlos Van Buren y Hospital

Santo Tomas de Limache, en los aflos 2017 y 2019 (figura 8). Las ST5 I pv/

poseen los antibiotipos V, IX, XI y XII, fueron muestras de secreciones, tejidos blandos
y zonas no identificadas con una ubicacion fisica en la Universidad de Valparaiso y
Hospital Dr. Gustavo Fricke en los afios 2017 y 2019 (figura 8). La ST5 II pv/* tuvo un
antibiotipo IX y fue una muestra nasal aislada en la Universidad de Valparaiso el 2017
(figura 8). ST5 II pv/fue antibiotipo IX, se desconoce su muestra, la cual fue aislada en
el Hospital Dr. Gustavo Fricke el 2019 (figura 8). La ST5 IV pv/* fue de antibiotipo VII,
aislada desde un tejido blando en el Hospital Carlos Van Buren el afio 2019 (figura 8).
Las cepas ST8 I pv/* presentaron un antibiotipo I, se obtuvieron de secreciones y
lavado bronco alveolar, aisladas en la Clinica Refiaca y Laboratorio Clinico de Valparaiso
en el ano 2017 (figura 8). Las cepas ST8 IV pv/* correspondieron a antibiotipos I, II y
1V, fueron aisladas desde secreciones, heridas, abscesos y orina, se aislaron en Hospital
Dr. Gustavo Fricke, Hospital Carlos Van Buren y Laboratorio Clinico

de Valparaiso en los afios 2017, 2018 y 2019 (figura 8). La cepa ST30 IV pv/* presento
un antibiotipo I, provino desde un absceso en el Hospital Carlos Van Buren en el afio
2017 (figura 8). La ST105 II pv/* tuvo un perfil de resistencia IX, fue aislada desde
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orina en el Hospital Dr. Gustavo Fricke el aino 2019 (figura 8). La cepa con genotipo

ST225 II pvi* presentd un antibiotipo VI, fue aislada en el Hospital San Camilo el afio
2018 (figura 8). La ST225 I pv/fue de antibiotipo XI con un aislamiento nasofaringeo
realizado en el Hospital Dr. Gustavo Fricke el afio 2019 (figura 8). La cepa ST"'I pv/*,
se le fue identificado un antibiotipo XI, fue aislada desde una secrecién en el Hospital
Carlos Van Buren el afio 2019 (figura 8). Finalmente, las cepas NT presentaron
antibiotipos VII, IX y XI, fueron aisladas desde secrecion, tejido blando y muestras sin
informacion provenientes desde Clinica Refiaca, Hospital Carlos Van Buren y Hospital
Dr. Gustavo Fricke en los afios 2017 y 2019 (figura 8).
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8. DISCUSION

El presente estudio se realizd con el objetivo de caracterizar cepas SARM dentro
de la region de Valparaiso en Chile en el periodo de anos 2017-2019, para asi
determinar las cepas circulantes dentro de la region y las caracteristicas que la
conforman, la importancia de su estudio radica en que SARM es un patdégeno causante
tanto de IAAS como de infecciones asociadas a la comunidad, estas Ultimas desde su
aparicién en la década de 1990 han aumentado su presencia a nivel internacional
(6,10), siendo de interés la actualizacién constante de informacion respecto a ella y su
evolucién en el tiempo. A partir de lo anterior:

En este estudio el analisis por antibidtico mostrd alta resistencia a eritromicina
en las cepas SARM, en el estudio realizado por Medina et al. 2013 (27), en el sur de

Chile del afio 2013, al igual que en el presente, se presentaron resistencias a



eritromicina, clindamicina y quinolonas de manera comun (en el sur de Chile con
porcentajes de 97%, 96%, y 99%) (27), aunque en las cepas analizadas de la region
de Valparaiso en el periodo 2017-2019 la resistencia a dichos antibidticos fue en menor
cantidad, por otra parte, en el mismo estudio se presentd una resistencia a rifampicina
en un 2%(27), siendo similar a lo adquirido en lo analizado en la presente tesis (con
una resistencia de un 2,3 a rifampicina).

La resistencia a eritromicina y clindamicina son de importancia, debido a que en
infecciones cutaneas se utilizan ambos medicamentos, en especial en pacientes con
alergia a B-lactamicos, debido a que son infecciones causas por cepas S. aureus, sin

embargo, en el presente estudio, sumado a lo documentado previamente, se observa la
presencia de cepas SARM resistentes a dichos antimicrobianos (17,27). Por otra parte,
en relacién al levofloxacino, es un medicamento utilizado en el tratamiento de
rinosinusitis aguda en pacientes con alergia a B-lactamicos (17), se debe considerar
gue SARM puede generar también infecciones respiratorias, por lo cual, el que en el
presente estudio presentd una resistencia de 59,1% es de importancia clinica.
Dentro del presente estudio se identificaron dos cepas SARM sensibles a
oxacilina (OS-SARM), lo cual ha sido reportado previamente, actualmente se desconoce
el mecanismo que explica dicha sensibilidad, pero se han pesquisado diferencias en
busqueda de dicha explicacion (25), ambas poseian el gen mecA y con la aplicacion de
antibiograma se comprobd fenotipicamente su expresién, con lo anterior destaca la
importancia de utilizar cefoxitina para la pesquisa de cepas SARM
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con mecA en conjunto de oxacilina para su diagnostico.

Respecto a vancomicina, tanto en el presente estudio como en los estudios
mencionados, no se detectaron cepas resistentes al antimicrobiano en Latinoamérica
(15,27,50). Es importante mantener su vigilancia, debido a que es una de las
alternativas terapéuticas utilizadas para sus infecciones, en especial en ambitos
hospitalarios (6,11,17). En el presente estudio no se analizaron cefalosporinas de
quinta generacién (ceftarolina y ceftobiprol), las cuales también son alternativas para
su tratamiento (6).

En relacién a paises de otro continente en relaciéon al presente estudio, en
Espafia durante los afios 2016 y 2017 en residencias de adultos mayores, donde de las
cepas aisladas, presentaron resistencia a eritromicina, amikacina, clindamicina,
levofloxacino, trobamicina y gentamicina en menor porcentaje, (importante considerar
que el n de cepas SARM en dicho estudio fue de 11), a pesar de la cantidad de cepas
SARM comparadas, tanto en dicho estudio de Espafia como en la presente tesis, se

observa la resistencia a eritromicina, clindamicina y levofloxacino (5). En cepas SARM



aisladas el 2016 en Iran, también se observé una alta resistencia a eritromicina,
quinolonas (en dicho estudio se utilizd ciprofloxacino, en el presente levofloxacino) y
clindamicina (3), en el mismo estudio de Iran hubo una proporcidn mayor de cepas
SARM resistentes a gentamicina en relaciéon a la presente tesis, donde hubo en
proporcidon menor de cepas SARM resistentes a gentamicina; por otra parte, en la tesis
actual no hubo resistencia a clotrimoxazol, mientras en Iran hubo en menor medida
que los antimicrobianos previamente mencionados (3), esto ultimo también se observa
en un estudio de Palestina (4). El estudio de Palestina, de cepas SARM aisladas entre
los afios 2015 a 2017, también se detectd la resistencia de eritromicina de manera
predominante, lo cual como se menciond previamente, también sucedié en el estudio
actual (4).

Los SCCmec tipificados en SARM dentro del estudio fueron mayoritariamente de
los tipos tipos I y IV, lo cual coincide con lo previamente descrito a nivel tanto nacional
como internacional (10,30). En relacién a los perfiles de resistencia antimicrobiana y
los tipos de SCCmec, los resultados presentados en esta investigacion coincidieron con
la literatura el perfil de antibiotipo I (resistencia a penicilina, oxacilina y cefoxitina) y en
relacion al tipo de SCCmec 1V, donde la resistencia es principalmente a antimicrobianos
B-lactamicos (10,33). Los dos de los tres tipos de
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SCCmec identificados en cepas SARM aislados en la region de Valparaiso, se han

descrito principalmente en dambitos hospitalarios (I y II) (10,21,33), los tipo IV se han
determinado en situaciones de adquisicion comunitaria (10,21), no obstante, el
presente estudio no determind en la totalidad de las cepas origen segun AC o AH, se
debe considerar que 42 de las 44 cepas fueron aisladas de infecciones de pacientes
donde se desconoce la clasificacion, mientras dos fueron aisladas en la comunidad pero
en un ambito particular como portacién nasal en alumnos de las carreras de enfermeria
y medicina de la Universidad de Valparaiso y presentaban caracteristicas asociables al
origen hospitalario (SCCmec I y II) (10,33,51). En relacion a los tipos de SCCmec en
términos internacionales, se han identificado los 3 tipos de cassette identificados en el
presente estudio, tanto en Sudamérica como en Iran o Palestina (3,4), no obstante, en
Iran se aislaron cepas SARM con SCCmec tipo III principalmente (3), mientras en el
estudio actual no se aislaron cepas con dicho cassette. En Espafia en el periodo
2016-2017 en residencias de adultos mayores, se detectaron cepas SARM SCCmec tipo
IV (5). Es de interés el profundizar la caracterizacién de las cepas, permitiendo analizar
la evolucidn actual en relacién con el origen de ellas.

La mayor parte de las cepas SARM aisladas dentro de la region de Valparaiso en

el periodo 2017-2019 fueron pv/*, sin embargo, con un ICss% altamente variable, el gen



pvl se detecté en forma transversal en los diferentes tipos de SCCmec I, II y IV, no
obstante, siendo que con anterioridad las cepas SARM SCCmec 1V eran
mayoritariamente descritas como pv/* tanto a nivel internacional y nacionalmente
(4,10,21,27); por otra parte, los tipos I y II han sido caracterizados como pv/ en otros
estudios (10,27,30), sin embargo, de las 28 cepas que fueron tipificadas con dichos
SCCmec, 22 fueron positivas a dicho gen, por otra parte, hay un reporte previo en
Isfahan en Iran de cepas SARM recolectadas el 2016 donde identificaron cepas con
SCCmec I pvI* (3). Es importante considerar, la causa de un ICss% altamente variable es
relacionado al n de la tesis, razon por la cual los resultados actuales son de cepas
circulantes en la regién de Valparaiso en el periodo 2017 a 2019, pero no extrapolables
y no permiten la medicién de prevalencia de SARM en la regién.

A pesar de que el presente estudio no clasificé a las cepas por SARM-AH o
SARM-AC debido al desconocimiento de dicha caracteristica al no tener acceso a fichas
clinicas de usuarios para establecer origen, no obstante, si se encontraron cepas que
han sido descritas por su SCCmec situaciones hospitalarias (tipos I-II) (6,21), con
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ausencia del gen pv/, mientras los SCCmec tipos IV y V se han reportado como

comunitarias y pvi/* (4,27,52), sin embargo, se han visto situaciones tanto hospitalarias
donde se observa el gen pv/ (lo cual a su vez genera cuestionamientos del origen de la
cepa) (6,21,51) y comunitarias donde no se detecta el gen de forma reglamentaria
(5,11,33), incluso, se han reportado cepas como la USA300 aislada en ambas
situaciones (5,24), por lo cual, hoy en dia el uso del gen pv/ y tipo de SCCmec

como caracteristicas definitorias de un aislamiento AH o AC es debatible a raiz de la
evolucion de las cepas SARM (10,21,52).

Al realizar el analisis de las cepas SARM, se obtuvo gran diversidad genética, de
los 44 aislados se obtuvieron una alta cantidad de pulsotipos y de dichos grupos se
identificaron 4 complejos clonales, de ellos, se han descrito internacionalmente y en
Latinoamérica los CC5 y CC8 (4,11,27), en el caso del CC5 se ha identificado en la
literatura principalmente asociados a adquisicion hospitalaria (10), en el caso de los
CC8 y CC30 también han sido asociado tanto a adquisicidon hospitalaria y adquisicion
comunitaria en cepas con secuenciotipos 8 y 30 de dichos complejos respectivamente
(10,15), en Chile se han aislado cepas SARM de los 3 complejos clonales mencionados
(11,15,27). Por otra parte, durante el afio 2021 se publicé un estudio realizado en
México de cepas S. aureus recolectadas desde el afio 2006 a 2019 aisladas desde
usuarios pediatricos en un hospital, caracterizandolas, en relacidon a dicho estudio, las
cepas SARM presentaron los CC5, CC30 y CC8, donde predomind el CC5 en ellas, de

igual manera que el presente estudio, por otra parte, en el estudio mencionado no



hubo una alta prevalencia de pv/ en las cepas (50), en el presente estudio sucedio lo
contrario, lo cual es una tematica de preocupacién por las complicaciones que puede
generar el factor de virulencia de PVL en los usuarios hospitalizados con infeccién de S.
aureus al ser un factor que induce a la necrosis tisular (21,50).

En cuanto a las relaciones genéticas de las cepas. De los 2 grupos mayoritarios,
de 10 y 7 cepas, el primero correspondiente al PT16 se compuso por un clon
transversal a los afnos de estudio, siendo una cepa SARM que comun que se disemind
en el tiempo (al haber sido aislado en diferentes centros asistenciales de ciudades
contiguas), con aislamiento desde el Hospital Carlos Van Buren, Hospital Gustavo
Fricke, Clinica Refaca, dicho clon se caracterizé por poseer un SCCmec 1V, lo cual se ha
reportado en Valdivia en Chile (27), de las 9 cepas que lo conformaron, una mayoria
fueron resistentes solo a B-lactamicos, lo cual ha sido descrito previamente,
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sin embargo, hay 1 cepa que fue resistente a eritromicina y levofloxacino a pesar de

poseer el SCCmec que no posee genes de resistencia a dichos antimicrobianos (10).
Por otra parte el segundo grupo mayoritario (PT20) correspondieron a cepas dentro de
las ciudades de Vifia del Mar y Valparaiso, son del CC5 el cual se ha diseminado en
Latinoamérica y también ha sido descrito en Chile (10,16,27), al respecto, seria
interesante realizar un analisis actual de relacion genética con cepas del presente ano.
Los SCCmec del PT20 (exceptuando por aquellas cepas en que no se pudo tipificar) al
ser de tipos de mayor tamano que el tipo IV (6,10) y estan asociados a resistencia a
antibidticos B-lactamicos y otras familias (10), al igual que en el estudio realizado por
Medina et al. 2013 (27), las cepas de dicho grupo con SCCmec I en el presente estudio
también fueron resistentes a clindamicina, eritromicina, gentamicina y quinolonas
(siendo en Medina et al. 2013, usado el ciprofloxacino y en la presente tesis el
levofloxacino) (27).

Es importante reconocer, que tres de los complejos clonales detectados en las
cepas SARM (CC5, CC8, CC30), provienen originalmente de linajes de cepas SASM
reconocidos como epidémicos (28), de ellos, lo mas diseminados mundialmente
corresponden al CC5 y CC8 (10,16,28) y tanto ellas como el CC30 han sido reportados
previamente en Chile (11,27), aunque en el caso del CC30 la cepa reportada
previamente poseia un ST731 (11), mientras la del estudio actual al ST30. Por otra
parte, las cepas SARM del CC8 se ha relacionado a diferentes tipos de SCCmec y con
factores de virulencia como pv/, siendo potencialmente cepas mas virulentas
(10,11,27,51), dicha caracteristica se observd en cepas SARM del presente. Por otra
parte, las cepas CC1 poseen menor diseminacion que las anteriores en Latinoamérica,

siendo ubicadas principalmente en Norteamérica, Europa y Asia (10,16).



Respecto a los genotipos detectados, destacan el ST5 I pv/* con la mayor
prevalencia, son cepas de diferentes ciudades y afios (figura 8), que no necesariamente
estdn en su totalidad relacionadas genéticamente (al pertenecer a  diferentes
pulsotipos) (figura 8, tabla 10). De dichas cepas SARM (16 aislados), 13 son
asimilables en términos fenotipicos y genotipicos al clon chileno/cordobés, variando de
él al ser pvl™ lo cual o ha sido reportado previamente, no obstante, presentan las
caracteristicas del antibiotipo, SCCmec y secuenciotipo (10,27), fueron cepas aisladas
desde secreciones, tejidos blandos y aspirado traqueal.
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Por otra parte, el segundo genotipo que destaca fue el ST8 IV pv/*, representa

al segundo grupo mas prevalente de la muestra, es un linaje diseminado en el periodo
2017-2019 y son 2 clones que presentan relacion genética (PT12 como cepa sin
relaciones genéticas y PT16), existen reportes previos de cepas con dichas
caracteristicas internacionalmente, entre ellas destaca la diseminacién de cepas
USA300 (a la cual las cepas de la presente tesis fueron asimilables, pero, se desconoce
el subtipo de SCCmec 1V y si es ACME positivo o negativo para establecerlo (4,27,53)).
La SARM USA300 antiguamente era clasificada SARM-AC, reportando en EEUU
predominando como causante de infecciones por SARM (24), parte de su propagacion
internacional se asocia a la emigracion, pesquisada en Ecuador, Perd, Colombia y
Venezuela(10), siendo hoy una cepa no exclusiva de EE.UU, sumado a lo anterior, se
debe considerar la variante USA300 LA, a través de los afios se ha visualizado un
aumento en la presencia de USA300 presencia a nivel hospitalario en diferentes paises,
desplazando a cepas en la microbiota hospitalaria (24,54). USA300 se ha reportado en
diferentes zonas del mundo como Corea del Sur, Nueva York, Europa, Latinoamérica,
entre otros, instalando la discusion sobre su clasificacion, siendo una cepa de
aislamiento mixto (10,24,53). Por otra parte, se ha reportado cepas USA300 con
tendencia a la resistencia a ciprofloxacino (10), sin embargo, las caracterizadas en el
estudio como ST8 IV pv/* son sensibles, siendo en su mayoria resistentes solo a
betalactamicos y provenientes de abscesos.

Las cepas ST5 I pv/l, representaron una menor prevalencia de las cepas SARM
analizadas, en caracteristicas coinciden con lo descrito previamente para el clon
chileno/cordobés aislado en Chile y en Argentina, con resistencia a eritromicina y
clindamicina, exceptuando por una cepa que posee las caracteristicas genéticas, mas
no el fenotipo de resistencia al ser sensible a eritromicina (27), estaria diseminado en
diferentes ciudades y en diferentes afios dentro de la region de Valparaiso, a pesar de

ser un clon conservado, las cepas que presentaron dicho perfil no presentaron relacion



genética entre ellas. Es importante considerar que es un clon predominante en Chile
que se ha diseminado en la regién sudamericana (27,29), en el presente estudio no fue
predominante, no obstante, se presentaron cepas con caracteristicas similares (ST5 I
pvl™), destacaron en cuanto a su alta proporcion.

El restante de genotipos fue minoritario en cuanto a porcion en el estudio,
siendo los ST8 I pv/*, Los ST5 II pvi*, ST5 II pv/ (asimilable al clon new york/japdn)
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(28,53), ST5 1V pvi/* (equiparable al clon pediatrico) (21), ST30 IV pv/*, ST105 II pv/*,

ST225 II pvi*, ST225 I pvl'y 4 cepas no tipificables, algunos de ellos han sido descritos
previamente en la literatura , por otra parte, se presentan clones como el new
york/japén donde existe un vacio respecto a la presencia o ausencia de gen pvi/,
generalmente asociado a cepas negativas al gen por ser de origen hospitalario, pero no
se ha tipificado como tal (10).

En el estudio se han mencionado los clones como asimilables, debido a que
existen otras caracteristicas que tipifican a los clones, como la tipificacion del gen spa o
la presencia o ausencia de ACME (10,16,27,54).

Finalmente, es importante considerar que en Latinoamérica se han identificado
como clones diseminados las cepas chilena/cordobés, pediatrica y la new york/japén
(30).

A pesar de la amplia variedad de genotipos de las cepas, la gran parte de ellos
pertenecieron a los complejos clonales descritos a nivel mundial distinguiendo 5
variedades (CC5, CC8, CC30, CC1 y no tipificado), lo cual implica que provinieron de
ancestros comunes y a pesar de ello, no todas poseen relacién genética. Lo anterior se
puede explicar por qué el PFGE separa fragmentos del ADN de cada bacteria y
establece similitudes entre un grupo finito de cepas en base a presencia o ausencia de
sitios de restriccién de Smal, debido a mutaciones puntuales, deleciones o inserciones
estas pueden ocurrir en un tiempo relativamente corto de la evoluciéon de una cepa al
duplicarse en cada generacidn, sin embargo, en el MLST se identifican siete genes
housekeeping para establecer su linaje genético por el ST y CC que no cambia tras un
tiempo de evolucién corto (10,32). Por otra parte, es esperable una cercania genética
en cepas con ST similares, la relacion genética tiende a estrecharse en cepas que son
cercanas entre si en el espacio-tiempo, por lo cual el PFGE es una herramienta que
permite identificar brotes de forma local al haber cepas que se relacionan entre si
(5,26,32), lo cual se observd en el PT20 del estudio, donde diferentes cepas de un
mismo establecimiento y aisladas en un mismo periodo de tiempo, tuvieron relacion
entre si. Al igual que en el presente estudio, existen reportes previos donde cepas que

poseen el mismo ST no siempre estan genéticamente relacionadas por PFGE (30), esto



significa que a pesar de pertenecer a un complejo clonal comdn, son cepas que

provienen de diferentes origenes.
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A partir de las diferentes caracteristicas pesquisadas en el estudio, identificando

rasgos previamente descritos en la literatura en diferentes aspectos de las bacterias
SARM, también en la muestra aparecieron variantes, unas en mayor cantidad que
otras, es por ello que es importante, que a pesar de que en el pais hay una busqueda
activa de cepas SARM-AC, a través de la presente investigacion nace el
cuestionamiento respecto a reforzar la investigacion en la evolucién genética que cepas
SARM estan presentando en el pais independiente de su origen, manteniendo una

vigilancia epidemioldgica activa para generar enfoques preventivos en la salud.
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9. CONCLUSIONES
Las cepas SARM estudiadas aisladas de pacientes que acudieron a centros de salud
dentro de la regién de Valparaiso en los afios 2017-2019 presentaron las siguientes

caracteristicas:

1. Antibiotipos diversos, predominando tres de ellos; uno con resistencia exclusiva
a B-lactamicos, seguido de antibiotipos con multirresistencia a B-lactamicos,
macrdlidos, lincosamidas, quinolonas y aminoglucésidos.

2. Los tipos de cassette SCCmec fueron I (54,6%), II (9,1%) y IV (27,3%), los
cuales se han identificado previamente en cepas SARM humanas.

3. Gran parte de las cepas fueron portadoras del gen de la Leucocidina de Panton
Valentine (84,1%), con una distribucién homogénea entre los diferentes tipos de
cassette SCCrnec.

4. Los complejos clonales detectados coinciden con los descritos en Latinoamérica
CC5 (65,9%) y CC8 (27,3%) reconocidos como epidémicos. Los principales
genotipos identificados fueron ST5-I-pv/* (CC5) y cepas equivalentes a clon
USA300 (CC8) vy al clon chileno/cordobés (CC5).

5. Se sugiere realizar estudios de monitorizacién a futuro en consideracion de la

evolucion constante de las bacterias.
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11. ANEXOS

El presente anexo consiste en la carta de eximicion del comité de ética del
Hospital Dr. Gustavo Fricke:
A. Carta eximiciéon comité de ética Hospital Gustavo Fricke
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spidemioldgicas y en salud plblica, investigaciones peicologicas, antropoldgicas v
socialas

Que el Proyecto presentado se tilula y se trata de k. "Caracterizacion
genética y antibiotpo de cepas de Staphyfococius AuTBUS meaticiling reststents
(SAMR) de origen hospilalario y comunitano aisladas de la regiin da Chike,
durane &l perlodo 2017 = 2019°

Por Io tanto se trata de un Estudio sin interaccidn con seres humanos y su
desamolle implica imeractuar con especimenes palologicos que g8 ancuaniran
guardadas de manera Anomimizada en el ISP y Establacimientos Hospitalarnos de
la Quinta Region,

De tal manera que el Comité estd en condiciones, de acuerdo a las
recomendaciones nacionales e intermacionales, de Certificar la eximicidn de
Consentimiento Informado v de una Evaleacion Etica y Cientifica del Estudio
sefalada.

Para mayor abundamients se pueds sefalar gue:

~Los "Sujetos de Inwestigacion” cormesponderan 8 cepas e origen
comunitaro y hospitalano, ¥ que dichas cepas corresponden a cepas de estudios
de los afios 2017-2019 ¥ que son guardadas en forma codificeds tanto en el ISP
como en Hospitales, de manera que existe un proceso de ARONIMIZACION que
imipide conacer datos sensibles de kos sujetos de ongen de s cepas.

.. Clue &l Estudic no ulilizard de forma direcla las secreciones o l0% usuanos
paricipantes, solo se ulilizarin cultivos obtenidos de estudios del pariodo 2017-
2019, de Hospitales de la V Regida y del ISP, y que la parficipacion, hecha ka
Invitacien, &g de cardcter yoluntans v que cada Establecmients posee |a libartad
refirarse de ka investigacion en el momento que requieran y &n caso de participar.
poseen |a libertad de estimar la cantidad de cepas que donaran al eshudio.

-, Cue la obtencion de ks cepas de origen del ISP y de los Hospitales no
supone riesgos para los usuanos de origen debido a8 que no se disgondra
mformacion personal ni sensible de ellos

.. ue estén contermpladas medidas de minimizacion de riesgos para el
personal manipulante de las cepas el cual estd definido como de nivel moderado ¥
el riesgo para la comunidad es bajo, |a IP garantiza que S& rabajara con niveles de
biogaguridad 2, acorde a ko propuesto por el Manual de Normas de Bioseguridad y
Riesgos Asociados - Fondecyt — CONICYT 2018

-, Qe &% imgortants conocer los cambios que podria presentar los difesentes
clanes de SAMR actuales, considerando el aumento de la migracisn en Chile, gue
5@ desconoce (as caracteristicas de las cepas SAMR gue sa han identificada, ¥ que
la vigilancia epidemioldgica realizada por el 1P de cepas caracierzadas como
SAMR-AC se estudid las suscepdibilidad a antibitticos, s; embargo es una cepa
que esth en constante cambic en relacidn a vanaciones demograficas, siendo



irmparante conoter as similudes v diferencias que podrian pressntar las cepas
actuales de SAMR, como una manera de contribuir al ulilizar cepas de esludios de
B UV y recolectadas del 15P v Hospitales de la W oregitn, no existen beneficios
directos para wsuarios de onigan, sin embargo, se brindard informacion A
imwestigadores anterores, Hospitales de los cuales se recolectardn capas y al ISP
sobre Ios resultados abbenidos en la nvestigaciin una vez finalizada . Por lo que el
aporte de |a investigacion sera bandar informacion de las canactensticas acluales
da cepas da 5. sweus meficilino resistente dentro de la VW region de Chile,
genarando informacibn gendtica y microbiolégica de cepas presantas an al territonio
macional, aporando a su vez a la epedemiologla de la cepa presente y su ewolucion,

D& igual manera se obbendrdn conocimienics sobre les antibidlicns actuales
a los cuales son sensibles y resistentes, o cual podra sar utilizado postencmeants
coma nformaciksn il en las actvidades clinlcas a nivel regional. (Valor Social, Valor
Cientifico y Valar Clinica),

Como conclusidn este Comité, no encuentra Reparos Cientificos ni
Eticos en esta Investigacion, dado que se toman todos los resguardos
respacto de los “Sujetos de Investigacion” y la no vinculacion a los sujetos
humanos de los cuales provienen las Cepas, establecen la autonomia de los
Establecimiantos a particlpar, gue analiza en profundidad los analisis de
Rlesgos de la investigacién y establece claramente los Beneficios de la
migma. Por tanto debe safalarse que los Establacimlantes Hospitalarios gua
deseen participar, como una contribucién al conocimiants y la clencia, solo
les cabe asegurar la Anonimizacion de las Muesiras que se enfreguen.

Saluda atentameante a Lid.
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Anexo B: Figura complementaria
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Figura 3: Limite deMuestra el resultado de 2 geles de agarosa utilizados para

la electroforesis posterior a PCR en genes mecA y spa. A: Columnas de derecha a
izquierda corresponden al patron de marcador del tamafio molecular 100 pb DNA
Ladder (New Englands, Biolabs) (Ladd), de los resultados de cada PCR con el orden
decreciente de cantidad de ADN gendémico en nanogramos, la columna C- corresponde
al control negativo (No hay amplificacion de genes). B: Primera a quinta columna con
cantidad de ADN gendomico en nanogramos, se observa la disminucion en la
amplificacion de ADN, Sexta columna corresponde al patrén de marcador del tamafio
molecular 100 pb DNA Ladder (New Englands, Biolabs), séptima columna (C+),
finalizando la octava columna con C- (No hay amplificacion).

Se obtuvo una deteccidon 6ptima de ambos genes spa y mecA con 200 y 100 ng
de ADN en cuanto a los amplicones, a pesar de que el gen mecA se observa en
menores cantidades de ADN, el gen spa se ve afectado inmediatamente (figura 3A). El
limite para detectar los genes de interés es de 0,75 ng de ADN por reaccién de PCR, en
donde aun se observa la amplificacion de los genes estudiados, sin embargo, con una
amplificacion menor, lo cual se exacerba a los 0,35 ng en donde no hay distinciéon de

los genes, perdiendo la capacidad de deteccién (figura 3B).
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