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RESUMEN

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina adquirido en la comunidad
(SARM-AC) ha sido descrito en Chile desde el afio 2006 y a pesar de la
creciente importancia, su genotipificacion es aun poco entendida. Esta tesis
corresponde a la primera iniciativa que busca caracterizar el cassette
cromosomico estafilocécico SCCmec a un numero significativo de cepas
aisladas en Chile y busca contribuir en el conocimiento de la epidemiologia
molecular de este patégeno.

Se caracterizaron 50 cepas de SARM-AC pertenecientes al programa de
vigilancia del Instituto de Salud Pudblica de Chile, para las cuales se determin6 el
perfil de susceptibilidad a eritromicina, clindamicina, sufametoxazol-trimetoprim,
y rifampicina; adicionalmente se determiné la concentracion inhibitoria minima a
vancomicina, daptomicina y linezolid. Mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) se determind la presencia de los genes mecA, pvl y se
identificO el cassette cromosdmico estafilococico SCCmec que portaban.
Finalmente se analizO la relacion genética entre las cepas mediante
macrorestriccion y electroforesis de campo pulsado.

Se documento resistencia a eritromicina en 10 cepas (20%), de las cuales 1

cepa (2%) era ademas resistente a tetraciclina y otra presentaba susceptibilidad
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intermedia a clindamicina; el resto de las cepas fueron susceptibles a todos los
antibiéticos ensayados. Se confirmo la presencia del gen mecA en todas las
cepas y el gen pvl en 49 de ellas (98%). Todos los aislados portaban SCCmec
tipo IV, siendo 34 del subtipo IVc (68%), 15 del subtipo IVa (30%) y 1 del
subtipo IVb (2%). En cuanto a la tipificacion molecular de las cepas, en 27 de
ellas se conocia previamente el secuenciotipo (ST); el analisis de
macrorestriccion y electroforesis en gel de campo pulsado se logré realizar en
49 de los aislados y permiti6 la identificacion de 4 grupos relacionados
genéticamente entre si: 1) ST8/SCCmec IVc/ACME-/PVL+ (22 cepas; 44%) 2)
ST8/SCCmec IVa/ACME+/PVL+ (12 cepas; 24%) 3) ST30/SCCmec IVc/PVL+
(9 cepas; 18%) 4) ST5/SCCmec IVa/PVL+ (4 cepas; 8%). Adicionalmente se
identificé una cepa (2% del total) perteneciente al ST923 que portaba SCCmec

IVa y una cepa perteneciente al ST868/SCCmec IVb.

En conclusion, se confirmé el fenotipo comunitario clasico, sélo resistente a
oxacilina, en la mayoria de los aislados estudiados, ademas de la presencia del
gen mecA y el elemento genético SCCmec tipo IV en todas las cepas
analizadas. En concordancia con lo descrito en la literatura se documenté una
distribucion en clusteres, relacionados genéticamente entre si, y que son
compatibles con el clon USA300 y presumiblemente su variante
Latinoamericana, el clon Oceania/Pacifico y el clon pediatrico, todos ya

descritos en nuestro continente.



ABSTRACT

Community-acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus (CA-
SARM) has been described since 2006 in Chile, and despite its growing
importance, its genotyping is still poorly understood. This thesis is the
first initiative that characterize the Staphylococcal chromosomal cassette
mec (SCCmec) to a substantial number of strains isolated in Chile,
contributing to the molecular understanding of the epidemiology of this

pathogen.

Fifty strains of CA-SARM were characterized from the Chilean Public
Health Institute surveillance program, to assess susceptibility to
erythromycin, clindamycin, sufamethoxazol-trimethoprim, and rifampicin.
Additionally, the minimum inhibitory concentration of vancomycin,
daptomycin and linezolid was determined. In parallel, the presence of the
mecA, pvl genes was determined by polymerase chain reaction (PCR)
and the SCCmec staphylococcal chromosomal cassette carried was
identified. Finally, macrorestriction and pulsed field electrophoresis was

used to asses the genetic relationship between strains.
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Erythromycin resistance was documented in 20% of the stains, while 2%
was also resistant to tetracycline and 1 strain showed intermediate
susceptibility to clindamycin. The remaining strains were susceptible to
all antibiotics tested. The mecA and pvl genes were present in 100 and
98% of strains respectively. The SCCmec type IV was carried in all
isolates, while subtypes IVc, IVa and IVb was detected in 68, 30 and 2%

of the strains respectively.

More than 50% of the strains presented previously known sequenciotype
(ST). The analysis of macrorestriction and electrophoresis in pulsed field
gel was conducted in 49 of the isolates and 4 genetically related groups
were identified; i) ST8 / SCCmec IVc / ACME- / PVL + (44%), ii) ST8 /
SCCmec IVa / ACME + / PVL + (24%), iii) ST30 / SCCmec IVc / PVL +
(18%) and iv) ST5/ SCCmec IVa / PVL + (8%). Additionally, a strain that
carried SCCmec IVa (ST923) and other SCCmec IVb (ST868) were

identified.

In conclusion, was confirmed the classical community phenotype only
resistant to oxacillin. In addition, all strains carried the mecA gene and
the SCCmec type IV genetic element. Four genetically related clusters

were documented, all compatible with the USA300 clone and
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presumably its Latin American variant; the Oceania / Pacific clone and

the pediatric clone, all already described in our continent.
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1. INTRODUCCION

1.1 Género Staphylococcus

En este género se incluyen bacterias Gram positivas, inméviles, de forma
esférica, no formadoras de esporas, con un diametro entre 0,5y 1,5 um y que
caracteristicamente se observan en grupos a la observacién por microscopia
(Murray, 2013). Es precisamente la palabra griega “staphylé” el origen de su
denominacion, la cual fue introducida a fines del siglo XIX basandose en su
similitud con un racimo de una uva (Ogston, 1883). Poseen una capsula
incompleta 0 no la poseen y se caracterizan por ser anaerobios facultativos
(Yok-Ai & Moreillon, 2016). A diferencia del género Streptococcus poseen la
enzima catalasa, la que cataliza la dismutacion del peroxido de hidrégeno en
agua y oxigeno (Over, Tii¢, & Soyletir, 2000).

El género Staphylococcus alberga a numerosas especies que clasicamente se
han agrupado y diferenciado segun la produccion de la enzima coagulasa,
capaz de convertir el fibrinbgeno en fibrina, caracteristica que es detectable
facilmente en el laboratorio y permiten una clasificacion practica (Madigan,

Martinko, Stahl, & Clark, 2012). Es asi como se ha descrito la produccion de



esta enzima (Staphylococcus coagulasa positiva) en las especies S. aureus, S.
intermedius, S. saprophyticus y S. schleiferi, siendo las Ultimas tres especies
mas relevantes en medicina veterinaria. Por otro lado, el grupo de especies de
Staphylococcus coagulasa negativo es mucho mas numeroso y en general
menos virulento, existiendo algunas excepciones tales como S. epidermidis, S.
haemolyticus y S. lugdunensis (Yok-Ai & Moreillon, 2016).

Las especies del género Staphylococcus son capaces de colonizar una gran
cantidad de mamiferos y aves, y los seres humanos no son la excepciéon (Grice
et al., 2009). Es asi como S. epidermidis forma parte de la microbiota cutanea y
dada su menor virulencia habitualmente cobra relevancia como patégeno
oportunista en medicina humana en pacientes inmunodeprimidos y en
presencia de material protésico, ésto Ultimo gracias a su extraordinaria
capacidad de adhesion y de sintesis de biopeliculas (von Eiff, Peters, &
Heilmann, 2002). Por otro lado, S. aureus destaca como una especie virulenta y
capaz de producir una amplia gama de enfermedades infecciosas en el ser
humano y otros animales. En otro aspecto, se estima que aproximadamente un
tercio de la poblacion humana es portadora nasal de S. aureus, lo que puede
variar de acuerdo a la edad y ubicacién geogréafica (den Heijer et al., 2013;

Tsang et al., 2018).



1.2 Staphylococcus aureus

Esta es la especie de Staphylococcus, coagulasa positiva, mas importante en

medicina humana y por lo tanto la mas estudiada. Es capaz de expresar una

gran diversidad de factores de virulencia (tabla 1), lo que le ha permitido ser el

agente etiolégico en una amplia variedad de cuadros clinicos en el ser humano,

tales como infecciones de piel y partes blandas, neumonias, endocarditis,

infecciones del torrente sanguineo, osteomielitis, intoxicaciones alimentarias,

entre otros (Lowy, 1998). Su capacidad para evadir la fagocitosis, adherirse a

tejidos del hospedero y la sintesis de toxinas y enzimas hidroliticas le permiten

generar una gran diversidad de infecciones no sélo en humanos, sino también

en otros mamiferos (Lozano, Gharsa, Ben Slama, Zarazaga, & Torres, n.d.).

Tabla 1. Factores de virulencia descritos en Staphylococcus aureus.

Célula diana, factor

Funcién putativa o

del hospedero o Gen(es) Proteina o molécula efecto en el sistema
respuesta inmune
Factores que interfieren con la muerte bacteriana
Péptidos aur Metaloproteinasa Degrada LL-37

antimicrobianos

aureolisina

Operon dit

DItABCD

Resistencia a péptidos
antimicrobianos catiénicos
y fosfolipasa Az grupo IIA

icaA, icaD, icaB, icaC,
icaR

Polisacérido de
adhesion intercelular

Resistencia a péptidos
antimicrobianos catidnicos

isdA, isdB

IsdA, I1sdB

Resistencia a péptidos
antimicrobianos, acidos
grasos cutaneos y
especies reactivas del
oxigeno de neutréfilos

mprF

MprF

Promueve resistencia a
péptidos antimicrobianos
catidnicos




sak Estafilocinasa Inhibe a-defensina
Muerte bacteriana ahpC, ahpF Alquil hidroperéxido Promueve resistencia a
mediada por oxigeno reductasa especies reactivas del
oxigeno
crtM, crtN Pigmento carotenoide Promueve resistencia a
estafiloxantina especies reactivas del
oxigeno
isdA, isdB IsdA, I1sdB Promueve resistencia a
especies reactivas del
oxigeno
sodA, sodM Superoxido dismutasa, | Promueve resistencia a
SodA, SodM especies reactivas del
oxigeno
Hemolisinas y factores antiplaquetas
Eritrocitos hla, hly a - hemolisina Lisis celular (también de
células epiteliales,
fibroblastos y monocitos
hid Delta-hemolisina Lisis celular
higA, higB, higC Gamma-hemolisina Lisis celular
Plaquetas clfA Factor de agregacion, Activacion plaquetaria
CIfA
fnbA, fnbB Proteinas de union a Activacion plaquetaria
fibronectina, FnbA'y
FnbB
katA Catalasa, KatA Dismutacion del H>02
sodA, sodM Superodxido dismutasa, | Promueve resistencia a
SodA, SodM especies reactivas del
oxigeno
Leucocidinas y factores anti-fagociticos
Leucocitos cap5 o cap8 Polisacarido capsular Inhibe fagocitosis
polimorfonucleares clfA Factor de agregacion, Inhibe fagocitosis
CIfA
eap Proteina de adherencia | Inhibe la adhesion
extracelular, Eap leucocitaria
higA, higB, higC Gamma-hemolisina Lisis celular
lukD, IukE LukD y LUkE Lisis leucocitaria
(leucocidina de dos
componentes)

lukS-PV, lukF-PV

S-PVy F-PV, PVL
(leucocidina de dos

Lisis del fagocito

componentes)

psm Modulinas solubles en Lisis leucocitaria
fenol, PSMs

shi Proteina de unién a Secuestro IgG del
IgG, Shi hospedero

scn Inhibidor del Inhibe complemento
complemento
estafilocdcico, SCIN

ssI5 Superantigeno Se une a PSGL-1 e inhibe
estafilococico tipo 5, el rodamiento del
SSL5 neutréfilo

Quimiotaxis chp Proteina inhibitoria de Inhibe quimiotaxis




la quimiotaxis de S.
aureus, CHIPS

ecb Proteina extracelular Inhibe generacion de C5a
de unién al
complemento, Ecb

efb Proteina extracelualr Inhibe generacién de C5a
de unién al fibrin6geno,
Efb

shi Proteina de unién a Secuestro IgG del
1gG, Shi hospedero

scn Inhibidor del Inhibe complemento
complemento
estafilococico, SCIN

ssl7 Superantigeno Une C5a e IgA

estafilococico tipo 7,
SSL7

Superantigenos

Células-T

sea, sea, sec, sed, see,
seg, seh, sei, sej, sek,
sel, sep

Enterotoxinas
estafilococicas

Activa células-T
(superantigeno)

tst

Toxina-1 del sindrome
del shock toxico

Activa células-T
(superantigeno)

Fuente: Modificado de Chambers & Deleo, 2009. Nature Reviews. Microbiology;

7(9): 629-41

1.3 Elementos genéticos moviles en S. aureus

Los elementos genéticos moviles (EGM) corresponden a fragmentos de ADN

gue pueden codificar una gran diversidad de factores de virulencia y

determinantes de resistencia a antibiticos, como también las enzimas que

participan en su movilizacion e integracion (Frost, Leplae, Summers, &

Toussaint, 2005). En este grupo se encuentran las secuencias de insercion (1S),

transposones, bacteriéfagos, plasmidos e islas genémicas. La transferencia de

EGM entre células puede ocurrir, lo que se denomina transferencia horizontal

de genes (THG) y se ha descrito entre células procariontes, eucariontes y




también procarionte-eucarionte. Todos los EGM dentro de una célula, en este
caso bacteriana, han recibido la denominacion de mobiloma (del Inglés
mobilome) y pueden ser transferidos a través de conjugacion, transformacion o
transduccion (Siefert, 2009). Es importante hacer notar que el fenomeno de
transferencia vertical, es decir, a la progenie bacteriana, también contribuye a la
diseminacién de los EGM en la naturaleza (Malachowa & Deleo, 2010).

El genoma bésico o core de una bacteria contiene genes imprescindibles para
la supervivencia bacteriana, como los encargados de la replicacion vy
transcripcion del ADN, asi como del metabolismo. No obstante, en el
denominado genoma accesorio se encuentran una gran diversidad de genes,
muchos codificados en EGM, que no son indispensables para el procarionte
(e.g. factores de virulencia o determinantes de resistencia a antibidticos o
metales pesados), pero que le han permitido adaptarse mejor a sus nichos
ecologicos y que han guiado su historia evolutiva (Malachowa & Deleo, 2010).
En la tabla 2 se describen algunos determinantes de resistencia codificados en

EGM descritos en S. aureus.

Las islas gendémicas corresponden a un amplio y diverso grupo de EGM con
una gran diversidad de tamafios y abundancia en distintos genomas
bacterianos (Dobrindt, Hochhut, Hentschel, & Hacker, 2004). Las primeras en
describirse fueron las islas de patogenicidad bacteriana que portaban genes de

virulencia, pero con el tiempo se describieron algunas que portaban genes que



otorgaban ventajas adaptativas de otro tipo, tales como islas de simbiosis, islas
metabdlicas e islas de resistencia a metales pesados o antibioticos (Juhas et
al., 2009). La mayoria de las islas gendGmicas comparten algunas caracteristicas
estructurales (Juhas et al., 2009), las que se esquematizan en la figura 1: (1) su
tamafio molecular habitualmente oscila entre 10 y 200 kb; (2) poseen un
contenido G + C usualmente diferente al resto del cromosoma, lo que traduce
su origen evolutivo distinto; (3) generalmente se insertan en genes que
codifican para ARNt; (4) se encuentran flanqueadas por repeticiones directas de
entre 16-20 pb, las que son reconocidas por las enzimas que participan en su
escision; (5) habitualmente poseen genes funcionales o cripticos que codifican
para integrasas o factores que participan en la movilizacion horizontal de la isla;
(6) usualmente portan IS o transposones en su estructura; (7) es usual que

porten genes que confieren una ventaja adaptativa a la bacteria que la posee.

Tabla 2. Determinantes de resistencia codificados en elementos genéticos
moviles descritos en S. aureus.

EGM Gen Antibi6tico/metal Mecanismo de accion
resistencia pesado
Plasmido aadD neomicina, kanamicina, = Aminoglucésido
paromomicina y adeniltransferasa
tobramicina
ant4' Tobramicina Aminoglucosido
nucleotidiltransferasa
arsRBC arseniato, antimoniato Bomba expulsion
blaz, blal, penicilina B-lactamasa
blaR1
ble bleomicina Proteina de union a
bleomicina
cadA, B cadmio y probable a zinc Bomba expulsién
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cadD, X cadmio Expulsion

cat cloranfenicol Cloranfenicol
acetiltransferasa

cfr cloranfenicol, florfenicol y Metilacién 23S

clindamicina

dfrA, dfrK trimetoprim Dihidrofolato reductasa

ermB, C resistencia MLSs Metilacion 23S

fusB acido fusidico Proteccion ribosomal

ileS-2 mupirocina Isoleucil-ARN sintetasa

Operon mer mercurio Reduccién a Hg
elemental

mphBM macrélidos Fosforilasa

msrA macrolidos Expulsion

MupA mupirocina nueva isoleucil ARN
sintetiza

gacA,Bysmr  compuestos amonio Expulsion

(qacC/D) cuaternario, biocidas

str estreptomicina Estreptomicina
adeniltransferasa

tetK, tetL tetraciclinas Expulsion

vat estreptograminas grupo  Acetilacion del

A antibiético
vga estreptograminas grupo  Eflujo

A, lincosaminas y
pleuromutilinas

vgb estreptograminas grupo  Inactivacion por
B virginiamicina B liasa
Transpos aacA-aphD gentamicina, Modificacion del
on kanamicina, tobramicina  antibidtico por
acetiltransferasa y
fosfotransferasa
blaz, blal, penicilina B-lactamasa
blaR1
cadB, cadC cadmio Expulsion
ermA, B resistencia MLSs Metilacion 23S
fexA florfenicol, cloranfenicol ~ Expulsion
merA, B mercurio inorganico y Transporte idnico
organico
sat4 estreptotricina Estreptotricina
acetiltransferasa
spc(ant9) espectinomicina Espectinomicina
adeniltransferasa
tetM tetraciclina, minociclina Proteccion ribosomal



vanRSHAXYZ vancomicina Modificacion sitio
blanco
SCCuars farl acido Fusidico
SCChyg Operdén mer mercurio Transporte idnico
Fuente: Modificado de Malachowa & Deleo, 2010. Cellular and Molecular Life
Sciences; 67(18): 3057-3071.

Contenido G+C

Genoma core I Isla genémica I Genoma core

ARNt  RD IS gen 1 gen 2 gen3 IS RD

IELEEN —  [sla de patogenicidad
CEECIEEN —  [sla de resistencia

Figura 1. Estructura basica de una isla gendmica. Ver texto para mayor detalle.
Modificado de Juhas et al., 2009. FEMS Microbiology Reviews; 33(2): 376-93.

1.4 Resistencia bacteriana a antibioéticos

La resistencia bacteriana a antibiéticos es un fenémeno natural y se encuentra
ampliamente diseminado en todo el mundo, pero se concentra en ambientes
con mayor densidad de uso de antibidticos, como los hospitales y dentro de

éstos las unidades de paciente critico (Zilahi, Artigas, & Martin-Loeches, 2016).



Con el uso de terapias antimicrobianas se logra la muerte de los
microorganismos susceptibles, pero las bacterias resistentes pasan a ser la
poblacion predominante, eso es precisamente la presidon selectiva ejercida por

los antibidticos (Kolar, Urbanek, & Latal, 2001).

Existen dos tipos de resistencia, siendo la primera la insusceptibilidad natural o
resistencia intrinseca e incluye a microorganismos que carecen de sitio blanco o
que por naturaleza expresan algun mecanismo de resistencia especifico
(Olivares et al., 2013). Algunos ejemplos son Stenotrophomonas maltophilia que
expresan metalo- B-lactamasas que hidrolizan carbapenémicos (Sanchez,
2015), Enterococcus spp. que son intrinsecamente resistentes a cefalosporinas
por baja afinidad del antibiético al sitio blanco (Cercenado, 2011), o por ultimo
Mycoplasma pneumoniae que no posee peptidoglican (PG), y por lo tanto su
crecimiento no se ve inhibido por la presencia de B-lactamicos (Parrott, Kinjo, &
Fujita, 2016). La otra categoria corresponde a la resistencia adquirida e incluye
microorganismos que eran previamente susceptibles y se tornan resistentes por
mutacion o por fendmenos de transferencia horizontal de genes de resistencia
(Cag, Caskurlu, Fan, Cao, & Vahaboglu, 2016). En esta categoria se pueden
incluir microorganismos con trascendencia clinica como bacilos Gram negativos
productores de B-lactamasas de espectro extendido o carbapenemasas del tipo
KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase), Enterococcus faecium resistente

a vancomicina y S. aureus resistente a meticilina (SARM) (Boucher et al., 2009).
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El fendmeno de la resistencia a antibiéticos ha alcanzado limites insospechados
y se asocia a una elevada carga de morbimortalidad, sin mencionar ademas los
elevados costos para los sistemas de salud (Cosgrove, 2006). Las tasas de
resistencia van categdéricamente al alza y los esfuerzos para encontrar
soluciones en este tema necesariamente deben incluir a todos los participantes:
clinicos, microbiologos, la poblacién general, empresas privadas, los estados y

organizaciones.

La Organizacion Mundial de la Salud publicé en febrero de 2017 su primera lista
de “patégenos prioritarios” resistentes a los antibiéticos (WHO, 2017), en donde
prioriza a los microorganismos segun la distinta necesidad de encontrar nuevas
moléculas con actividad frente a éstos. Precisamente en el grupo de prioridad

elevada se encuentra S. aureus resistente a las penicilinas antiestafilocécicas.

1.5 Mecanismos de resistencia a antibi6ticos

Existen 4 grandes mecanismos bioquimicos de resistencia a antibioticos (Allen
et al.,, 2010) (figura 2), de los cuales el mas relevante en bacterias Gram
positivas se relaciona con modificaciones en el sitio blanco. Es asi como E.
faecium cambia el dipéptido terminal D-alanina-D-alanina del PG por D-alanina-

D-lactato, modificando su afinidad por los glucopéptidos (Cercenado, 2011).
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Como se sefalara mas adelante, SARM es capaz de expresar una nueva PBP

que posee menos afinidad por los B-lactamicos (Lim & Strynadka, 2002).

a Impermeable barrier b Efflux pumps

|

Quter membrane

a
Peptidoglycan *

Inner membrane

@

Figura 2. Mecanismos generales de resistencia a antibioticos. Modificado de
Allen et al., 2010. Nature Reviews Microbiology; 8(4): 251-259.

Otro mecanismo relevante, sobre todo en bacilos Gram negativos, son las
enzimas hidroliticas y las modificantes de antibiéticos. El clasico ejemplo de las
primeras son las [-lactamasas, de las cuales existen penicilinasas,
cefalosporinasas y carbapenemasas, capaces de hidrolizar el anillo B-lactamico
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y con esto inactivar el antibiético (Frére, Sauvage, & Kerff, 2016). Por otro lado,

el arquetipo de las enzimas modificantes son las de aminoglucdsidos-

aminociclitoles que agregan grupos quimicos al agente antibacteriano y con

esto afectan la afinidad de éste por su sitio blanco (Mella et al., 2004).

El mecanismo de impermeabilidad es exclusivo de bacterias Gram negativas y
tiene relacion con modificaciones en la estructura de las porinas, que son
canales proteicos embebidos en la membrana externa que permiten el paso de
muchos antibiéticos de naturaleza hidrofilica hacia el espacio periplasmico
(Delcour, 2009). El ultimo mecanismo de resistencia es el mediado por bombas
de expulsion, que tal como lo dice su denominacién disminuyen la
concentracion del antibiotico capaz de unirse a su sitio blanco en el interior de la
bacteria, expulsandolo hacia el medio extracelular. Un buen ejemplo es
Acinetobacter baumannii, capaz de exportar activamente una gran cantidad de
antibioticos, a través de sus bombas de expulsion multidrogas (Opazo C, Mella

M, Dominguez Y, Bello T, & Gonzéalez R, 2009).

Estos cuatro mecanismos no se encuentran funcionando aislados, al contrario,

frecuentemente se asocian y logran resistencias clinicamente mas

significativas. Es ya clasico el ejemplo de P. aeruginosa que combina
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mecanismos de impermeabilidad con bombas de expulsion para lograr

resistencia a una variedad de carbapenémicos (Cag et al., 2016).

1.6 S. aureus en la era antibidtica

Previo a la introduccion de la penicilina como arsenal terapéutico las
bacteriemias estafilocécicas conferian una elevada mortalidad en humanos, en
torno al 80% segun distintas series (Kanafani & Fowler, 2006). Lo anterior
disminuy6 categdricamente en la era antibiotica tras la masificacion del uso de
los antimicrobianos. No obstante, la presién selectiva generada con el uso,
muchas veces indiscriminado, de estos agentes fue gradualmente
seleccionando cepas resistentes, como se mencionara a continuacion (Lowy,
2003).

Desde la introduccion de la bencilpenicilina, y por lo tanto, tras el inicio de la era
antibidtica en la década de 1940 se fueron seleccionando gradualmente cepas
resistentes a antibiéticos con actividad antiestafilocécica (Henry F Chambers &
Deleo, 2009). Ya en 1944 se describia un potente inactivador de la penicilina,
aislado desde S. aureus (Kirby, 1944), que resultdé ser una [-lactamasa

codificada en un plasmido. Inicialmente este tipo de resistencia estuvo limitada
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a los hospitales, no obstante en la década de 1950 ya habia evidencia de

diseminacion global (Henry F Chambers & Deleo, 2009).

En este escenario aparece en 1959 la meticilina, la primera penicilina
semisintética, resistente a la penicilinasa estafilococica. Caracteristicamente

posee un mayor tamafio molecular que su predecesora, a expensas del grupo
dimetoxibenzoil afadido al acido 6-aminopenicilanico (como radical R1), tal
como se muestra en la figura 3. Lo anterior le confiere, por impedimento
estérico, resistencia a la accion hidrolitica de la B-lactamasa (Foye, Lemke,
Williams, Roche, & Zito, 2008). No obstante, en el ano 1960 se describen en
Inglaterra los primeros aislados resistentes a meticilina a través de un
mecanismo independiente de la hidrdlisis enzimatica y que confiere resistencia
a todos los B-lactamicos (Barber, 1961). Con los afios se pudo dilucidar que el
gen responsable, mecA, codifica para una nueva transpeptidasa denominada
PBP2a o PBP2' que caracteristicamente posee baja afinidad por penicilinas,

cefalosporinas y carbapenémicos (H F Chambers, 1997).
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Penicilina /\ OH

Meticilina Cloxacilina z
COOH / —OH

Figura 3. Estructura quimica de penicilina, meticilina y cloxacilina. Meticilina y
cloxacilina son moléculas mas voluminosas a expensas del radical R1 vy, por lo
tanto, resistentes a la accion de la penicilinasa producida por Staphylococcus
aureus. Modificado de Aguayo et al., 2018. Rev Chilena Infectol 35(1): 7-14.

Esta nueva ventaja evolutiva le permiti6 a SARM diseminarse por todo el mundo
(Ayliffe, 1997), en un principio eminentemente a nivel hospitalario (SARM-AH) y
en pacientes con factores de riesgo tales como estadia en

cuidados intensivos, cirugia, dialisis o en portadores de dispositivos médicos
(Bal et al., 2016), siendo todas estas practicas asociadas a la atencion en salud.
Ademas su perfil molecular es caracteristico, destacando la presencia del
SCCmec |, Il o lll (Deresinski, 2005), tal como se analizara mas adelante.
Aproximadamente 30 afios después de la descripcion del primer SARM-AH, es
decir, a principios de la década de 1990, comienza la descripcion de los
primeros casos genuinos de infeccion por SARM de adquisicidn comunitaria
(SARM-AC). Lo anterior se documentd en poblacion aborigen de Australia
occidental (Udo, Pearman, & Grubb, 1993), los que no tenian contacto estrecho

con centros médicos y vivian en zonas relativamente aisladas. Posteriormente
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el Centers for Disease Control and Prevention (CDC) de EE.UU comunica la
muerte de 4 nifios sanos a causa de sepsis 0 neumonia necrosante por SARM-
AC ocurridas en el periodo 1997-99 (Centers for Disease Control and
Prevention, 1999). Esto marcé el inicio de la diseminacién y descripcién del
SARM-AC a nivel global (DeLeo, Otto, Kreiswirth, & Chambers, 2010a).

A diferencia de su contraparte hospitalaria, el SARM-AC ha sido asociado al
elemento genético mévil SCCmec IV o V (Ma et al., 2002) y a la presencia de
los genes que codifican para la leucocidina de Panton-Valentine (PVL) (Ellis,
Hospenthal, Dooley, Gray, & Murray, 2004), una citotoxina de dos componentes.
Por otro lado es mas susceptible a los antibiéticos que SARM-AH, siendo
habitualmente sdlo resistente a (3-lactamicos (David & Daum, 2010). Desde el
punto de vista clinico se ha caracterizado por infectar diversas poblaciones
diferentes a las afectadas por el SARM-AH, tales como la pediatrica, poblacion
indigena, reclusos en carceles, personal militar, hombres que tienen sexo con
hombres, entre otros (David & Daum, 2010). En la tabla 3 se resumen las

principales diferencias entre SARM-AH y SARM-AC.

Tabla 3. Principales diferencias entre SARM-AH y SARM-AC

SARM-AH | SARM-AC
Factores de Riesgo
Hospitalizados Cirugias y otros Poblacién Neonatos
procedimientos pediatrica y otros
invasores grupos de riesgo
Pacientes en Atletas
didlisis
Unidades de Personal Militar
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paciente critico

Portadores de Reclusos
dispositivos

Hombre que tienen
sexo con hombres

Poblacion indigena

Tipo de SCCmec

|- 11 -1l | IV -V
Leucocidina de Panton-Valentine
S | 4+
Fenotipo
Multirresistente
(B-lactamicos — Lincosamidas — Sdlo resistente a B-lactamicos
Macrolidos)

Fuente: Elaboracion propia

Los siguientes hitos en relacion a la resistencia de S. aureus son menos
relevantes en nuestro pais y corresponden a la descripcion de S. aureus
heterorresistente a vancomicina, ya informado el afio 2015 (Félix Vega et al.,
2015), pero ademas de otras variedades ausentes en Chile, como S. aureus

resistente a vancomicina (VRSA, por sus siglas en inglés) (Centers for Disease
Control and Prevention (CDC), 2002) y los con susceptibilidad disminuida o
resistentes a otras familias antibioticas con importancia clinica, como las
oxazolidinonas, cefalosporinas de 52 generacion y daptomicina (Molina &
Huang, 2016) . En la figura 4 y 5 se resumen los principales mecanismos de

resistencia de S. aureus a diversas familias de antibi6ticos.
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Figura 4. Mecanismos de resistencia a antibiéticos en S. aureus.

A: Esquema de resistencia a B-lactamicos; el residuo catalitico serina (elipse negra) del dominio transpeptidasa de PBP2
es mas accesible y es inhibido por el B-lactamico. PBP2a se esquematiza con su sitio alostérico (estrella negra) y con su
sitio activo menos accesible al antibiético, manteniendo la transpeptidacion; BlaZ corresponde a una serina 3-lactamasa
que confiere resistencia a penicilina, por su naturaleza lipoproteica se encuentra principalmente localizada en la cara
externa de la membrana citoplasmatica o también liberada al medio circundante. B: Esquema de resistencia a
vancomicina y daptomicina: Las cepas heterorresistentes e intermedias a vancomicina poseen una pared mas gruesa a
expensas de una gran cantidad de dipéptidos D-alanina-D-alanina, que actuan como falsas dianas moleculares y
reducen la difusion del glucopéptido; VRSA adquiere resistencia a vancomicina tras modificar el dipéptido terminal D-
alanina-D-alanina (A) por D-alanina-D-lactato (L); La proteina MrpF agrega residuos de serina cargados positivamente al
fosfatidilglicerol (FG), lo que genera repulsion del complejo calcio-daptomicina. En forma similar el incremento de las
cargas positivas asociadas a la esterificacion con D-alanina (triangulos) del acido teicoico y lipoteicoico repele el
antibiotico. Acidos grasos libres pueden secuestrar el antimicrobiano antes de llegar a la membrana citoplasmatica. TG:
transglicosilacion; TP: transpeptidacion. Modificado de Foster, 2017. FEMS Microbiology Reviews; 41(3): 430-449.
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Figura 5. Principales mecanismos de resistencia a antibiéticos que inhiben la
sintesis proteica bacteriana en S. aureus. Modificado de Foster, 2017. FEMS
Microbiology Reviews; 41(3): 430-449.

1.7 Bases moleculares de la meticilino-resistencia

PBP (del inglés penicillin-binding protein) es como se conoce universalmente a
las proteinas blanco de accion de los B-lactamicos y corresponden a enzimas
principalmente con funciéon transpeptidasa, que participan en el

entrecruzamiento de las hebras de PG, especificamente entre las cadenas
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laterales de naturaleza aminoacidica que estan unidas al &acido N-
acetilmuramico (Giesbrecht, Kersten, Maidhof, & Wecke, 1998), logrando con
esto resistencia frente a la lisis osmatica (figura 4A). Es precisamente la etapa
extracelular de la biosintesis de PG la que se interrumpe por el antibiético B-
lactdmico, debido a su homologia estructural con el sustrato natural de las
PBPs, el dipéptido terminal D-alanina-D-alanina (Tipper & Strominger, 1965). En
otras palabras, la PBP (transpeptidasa) forma un complejo acil-enzima con el B-
lactdmico y no con su sustrato natural D-ala-D-ala, intermediario que por lo
demas es sumamente estable, lo que determina en la practica una inhibicion
irreversible. La estabilidad del complejo acil-enzima entre la PBP y el antibiético
se debe a que el anillo B-lactamico ocupa el sitio activo de la enzima e impide
gue se acomode en este una molécula aceptora del grupo acilo o una potencial
molécula de agua que permita la hidrolisis del complejo (Peacock & Paterson,

2015) (figura 6).
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Figura 6. Formacién del complejo acil-enzima estable entre la serina
nucleofilica del sitio activo de la PBP y el B-lactdmico. Modificado de Aguayo et
al., 2018. Rev Chilena Infectol 35(1): 7-14.

Todas las cepas de S. aureus poseen 4 tipos de PBPs: PBP1, PBP2, PBP3y
PBP4; las primeras tres tienen funcion transpeptidasa y corresponden a PBPs
de alto peso molecular, siendo PBP2 la unica bifuncional, es decir, ademas
posee funcion transglicosilasa. PBP4 es la Unica de bajo peso molecular y
participa en procesos de division, remodelado y reciclado de PG. Ninguna de
estas PBPs nativas tiene regulacion alostérica (Acebron, Chang, Mobashery, &

Hermoso, 2015).

El mecanismo mas importante y frecuente que determina la meticilino-

resistencia es la adquisicion de una nueva PBP, denominada PBP2a o PBP2’

22



descrita en la década de 1980 por dos grupos de investigacion en forma
paralela (Hartman & Tomasz, 1984; Utsui & Yokota, 1985), de la cual resaltan
dos propiedades distintivas. La primera es la baja afinidad que tiene esta nueva
transpeptidasa por el B-lactamico, lo que esta determinado por la configuracion
de su sitio activo, que es menos accesible al antibiético al tener la hendidura
mas estrecha (Lim & Strynadka, 2002) (figura 7). Lo anterior determina que con
las concentraciones que alcanza el B-lactamico in vivo no se forma el
intermediario acil-enzima entre el antibiético y la PBP2a, por lo que la funcién
de transpeptidacion de la enzima no se ve inhibida y mantiene el
entrecruzamiento de hebras del PG (Peacock & Paterson, 2015). La segunda
caracteristica distintiva de la PBP2a, es su sitio de regulacion alostérica al que
podria unirse el PG en formacion, lo que favoreceria la apertura del sitio activo
para dejar mejor posicionada la serina nucleofilica que participa en la formacién
del enlace peptidico. Lo anterior tiene bastante logica, ya que el sitio activo de
la PBP seria mas accesible sélo en presencia de PG naciente que debe ser

transpeptidado (Acebrén et al., 2015).

23



Figura 7. Caracteristicas estructurales de la PBP2a, destaca su sitio activo
estrecho, con el residuo serina inaccesible, y su sitio de regulacion alostérica.
Modificado de Peacock & Paterson, 2015. Annual Review of Biochemistry; 84:
577-601

En resumen, si una cepa de SARM es expuesto a meticilina, el antibiotico es
capaz de inhibir in vivo las PBPs nativas del microorganismo, incluyendo la
PBP2, pero no logra inhibir la PBP2a, la cual tiene una funcién transpeptidasa y
mantiene el entrecruzamiento del PG en presencia de cualquier B-lactamico
(figura 4A), exceptuando las cefalosporinas de 52 generacion (Rodvold &
Mcconeghy, 2014).

SARM (hospitalario y comunitario) posee el gen mecA, que es el responsable
de la resistencia a meticilina, ya que es el que codifica la PBP2a. A su vez este

gen se encuentra inserto en una isla genémica, denominada SCCmec, del
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inglés Staphylococcal Cassette Chromosome mec, un elemento genético movil
(Aires De Sousa & De Lencastre, 2004). Se ha propuesto que el gen podria
haber residido inicialmente en especies de Staphylococcus coagulasa negativa,
como S. sciuri o S. fleuretti (ambos relacionados con animales) y desde éstos

haberse transferido a S. aureus (Couto et al., 1996).

Existen varios tipos y subtipos del SCCmec, pero todos comparten algunas
caracteristicas (Liu et al., 2016) (figura 8). Estos se integran en el cromosoma
en el gen orfX (renombrado en algunas publicaciones como rimH), el que
codifica para una metiltransferasa ribosomal y todos poseen un complejo de
genes mec, integrado por mecA (que codifica la PBP2a), pero ademas por los
genes mecl y mecR cuyos productos regulan la expresion de la meticilino-
resistencia. Adicionalmente, tienen el complejo de genes ccr, compuesto por
uno o dos genes que codifican recombinasas sitio especificas y que son las
responsables de la movilidad del cassette cromosomal. Otra region importante
son las denominadas regiones J (del inglés joining regions), que corresponden
a componentes no esenciales del cassette y que pueden tener genes de
resistencia para otras familias de antibi6ticos, como macrélidos, lincosamidas,
aminoglucésidos-aminociclitoles y para metales pesados. Finalmente, forman
parte de esta estructura genética las secuencias repetidas en los extremos, que

son reconocidas por las recombinasas para la insercidn/escision del elemento

25



genético movil.

SCCmec 11
ccrAB mec 1S431
o T ER R N ES
SCCmec 1V
ccrAB mec

B B B E&

Figura 8. Estructura del Staphylococcal Cassette Chromosome SCCmec.
Modificado de Henry F Chambers & Deleo, 2009. Nature Reviews.
Microbiology; 7(9): 629-41

Las distintas estructuras genéticas del complejo de genes mec y del complejo
de genes ccr determinan el tipo de SCCmec vy, por otro lado, las diferencias en
las regiones J determinan los subtipos dentro de un mismo tipo de cassette
cromosomico (“International Working Group on the Staphylococcal Cassettes
Chromosome elements.,” 2019). De esta manera SCCmec | y IV poseen el
complejo de genes mec clase B, el que posee la siguiente estructura genética:

1IS1272- AmecR1-mecA-IS431. La diferencia entre ambos es en el complejo de
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genes ccr, siendo del tipo 1 para SCCmec | y tipo 2 para el SCCmec IV, lo que
se basa en la distinta identidad de las secuencias nucleotidicas de los genes
que codifican las recombinasas. A la fecha se han descrito 13 tipos de
cassettes cromosomales estafilocécicos mec (denominados de | a Xlll) y a su
vez cada tipo puede tener muchos subtipos, los que quedan resumidos en la
tabla 4

Tabla 4. Diferentes tipos de SCCmec descritos a la fecha.

Complejo Estructura del complejo Complejo
SCCmec de piel de genes | Genes ccr
de genes mec
genes mec cer
I Clase B 1S1272- AmecR1-mecA-1S431 | Tipo 1 ccrAll, ccrB
I Clase A mecl-mecR1-mecA-1S431 Tipo 2 CCfAZé cerB
1l Clase A mecl-mecR1-mecA-1S431 Tipo 3 CCfA33; ccrB
: ccrA2, ccrB
v Clase B 1S1272- AmecR1-mecA-1S431 Tipo 2 5
\ Clase C2 IS431- mecA- AmecR1-1S431 Tipo 5 ccrCl
Vi Clase B | 1S1272-AmecR1-mecAS431 | Tipo4 | 9% COrB
Vi Clase C1 IS431- mecA-AmecR1-1S431 Tipo 5 cerCl
Wil Clase A mecl-mecR1-mecA-1S431 Tipo 4 ccrAAZ cecrB
IX Clase C2 | 1S431- mecA-AmecR1-1S431 | Tipo 1 ccrAll, e
X Clase C1 | 1S431- mecA-AmecR1-1S431 | Tipo 7 ccrAlé cerB
X Clase E blaZ-mecC-mecR1-mecl Tipo 8 ccrA13, cerB
Xl Clase C2 IS431- mecA-AmecR1-1S431 Tipo 9 ccrC2
Xl Clase A mecl-mecR1-mecA-1S431 Tipo 9 ccrC2

Fuente: Modificada de Lakhundi & Zhang, 2018. Clinical Microbiology Reviews;
31(4): 1-103.
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Es interesante analizar las diferencias en las estructuras genéticas de un
cassette cromosomal estafilococico clasicamente hospitalario versus uno
comunitario (figura 8). El primero cuenta con determinantes adicionales de
resistencia a otras familias de antibacterianos, configurando un clasico fenotipo
de multirresistencia. Es asi como el SCCmec Il es un cassette de mayor tamafo
y posee en la region J2 el transposén Tn554, responsable de la resistencia a
macrolidos, lincosamidas y estreptograminas del grupo B, ademas de tener el
plasmido integrado pUB110 en la regién J3 que determina resistencia a
tobramicina (Henry F Chambers & Deleo, 2009). Por otro lado, SCCmec IV
(clasicamente comunitario) es una estructura mas simple y que sélo porta el
gen de resistencia mecA, por lo que habitualmente sélo codifica resistencia a [3-
lactdmicos (David & Daum, 2010). Es importante mencionar en este punto que
la division entre SARM hospitalarios y comunitarios esta poco a poco perdiendo
validez, al menos en paises con alta prevalencia de ambos patégenos. Lo
anterior se debe a la creciente descripcion de cepas de SARM comunitarias en
los hospitales, desplazando a otros clones nosocomiales menos exitosos (Kale

& Dhawan, 2016).
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1.8 Regulacién de laresistencia a meticilina

Esta regulacion es homologa a la descrita para la penicilinasa estafilococica y
se basa eminentemente en un receptor de membrana (sensor del B-lactamico) y
un represor de la expresion del gen (Lowy, 2003). El prototipo de SARM posee
el complejo de genes mec, que incluye a mecA y sus genes reguladores: mecR
y mecl, y en este item estos ultimos cobran relevancia. Tanto mecA como sus
genes reguladores se encuentran adyacentes, pero se transcriben en forma

divergente (Peacock & Paterson, 2015).

En ausencia del B-lactamico, Mecl actia como homodimero y reconoce una
secuencia palindromica de 30 pb (15 pb en diada simétrica), abarcando las
secuencias promotoras -10 de mecA y -35 de mecR1, lo que interfiere con la
union de la ARN polimerasa y, por lo tanto, con la expresion de la meticilino-

resistencia (Peacock & Paterson, 2015) (figura 9).
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Figura 9. Represion del complejo de genes mec mediante homodimeros de
Mecl. Modificado de Peacock & Paterson, 2015. Annual Review of
Biochemistry; 84: 577-601

En presencia del B-lactamico, éste se une al dominio PBP de la proteina de
membrana MecR1, lo que desencadena la activacion autolitica de su dominio
metaloproteinasa. Luego, no se sabe si en forma directa o indirecta, MecR1
rompe el homodimero Mecl entre sus residuos asparagina 101 y fenilalanina
102, lo que desestabiliza la dimerizacion de esta proteina represora y libera la
represion del complejo de genes mec, favoreciendo por lo tanto la expresion de
mecA y de la transpeptidasa PBP2a, determinante de la resistencia a meticilina
(Aréde & Oliveira, 2013). La desrepresion de los genes regulatorios favorece

también la sintesis de la proteina MecR2, con funcidon antirrepresora, ya que es
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capaz de unirse a Mecl e impedir que se una al promotor de mecA, ademas de
favorecer su degradacion por proteasas citoplasmaticas (Aréde, Milheirico, de
Lencastre, Oliveira, & Coll, 2012). En la Figura 10 se resumen los aspectos mas

relevantes de la regulacion de la meticilino-resistencia en S. aureus.

Cabe destacar que existen ciertas estructuras del complejo de genes mec que
no portan de manera intacta los genes regulatorios (clase B, Clase C1, Clase
C2), viéndose estos truncados por secuencias de insercion (tabla 4). En este
escenario, para la represion/induccion de la meticilino-resistencia, se genera
una regulacion cruzada con el sistema regulatorio homélogo bla (Ford, 2017).
De esta forma la expresion de la PBP2a puede variar cepa a cepa dependiendo
de la presencia y funcionalidad de los reguladores Mec y Bla (Foster, 2017). Por
altimo, es importante hacer notar que la mayoria de los SARM expresan la
meticilino-resistencia de forma heterogénea, es decir, la mayoria de las células
de un indéculo lo expresan a un bajo nivel y s6lo una minoria (0,01-0,1%)

expresan alto nivel de resistencia (Peacock & Paterson, 2015).
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Figura 10. Regulacion de la meticilino-resistencia. Modificado de Aguayo et al.,
2018. Rev Chilena Infectol 35(1): 7-14.

Existen genes no codificados en el cassette cromosomal, es decir, que estan
localizados en otros lugares del cromosoma bacteriano, pero de igual forma
influyen en la meticilino-resistencia. A estos genes se les llamé inicialmente fem
(del inglés factors essential for methicillin resistance) y estan asociados a la

sintesis del PG (Berger-Bachi & Rohrer, 2002).

1.9 Movilizacién de SCCmec

A pesar de los mas de 50 afios que han transcurrido desde la descripcion de la
meticilino-resistencia y mas de 35 afos desde la descripcion de la PBP2a, aun

no hay respuestas absolutas en relacion al mecanismo de transferencia de
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SCCmec y de todos los factores que lo determinan. Es més, el modelo general
de insercidn/escision mediado por enzimas del tipo recombinasas, es la
principal evidencia a favor de la movilidad de la isla gendmica. Sumado a esto,
el que se hayan descrito SCCmec idénticos en diferentes especies del género
Staphylococcus vy, por otro lado, diferentes SCCmec en cepas relacionadas
genéticamente soportan la idea de la transferencia horizontal (Shore &
Coleman, 2013). Ademas la amplia descripcion de SCCmec en especies de
Staphylococcus coagulasa negativa apoya la idea de que son precisamente
estas especies el reservorio de la meticilino-resistencia, y desde estos, se han

transferido a S. aureus (Wisplinghoff et al., 2003).

SCCmec se inserta en el extremo 3’ del antiguamente denominado gen orfX
(ahora rimH), gracias a las serino-recombinasas sitio especificas codificadas en
el mismo cassette cromosémico. Especificamente la recombinacion se realiza
entre el sitio attB del cromosoma y su secuencia homologa attS del SCCmec
(en su forma circularizada). Como consecuencia de la integracion en el
cromosoma se generan dos repeticiones directas, attL y attR, las que quedan
flanqueando el cassette (Stojanov, Moreillon, & Sakwinska, 2015). EIl
mecanismo de escisidon es la via inversa y participan las mismas enzimas, en

este caso recombinando los sitios attL y attR, y tras ésto se generan los sitios
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attB (en el cromosoma) y attS (en el cassette circularizado)(Misiura et al., n.d.).

El modelo general de integracion/escision se resume en la figura 11.

I fw 2c
qControl fiv an,  Itegrated SCCmec  ,,p

E’ /i .:> MRSA chromosome

a orfX i

~——
qControl rev

CcrAB, CcrC
b
A._/‘ C(\\I
o
qcoﬂ L4 quf: atB
c orfX E:> MSSA chromosome
~—— -
v qEX rev

Figura 11. Mecanismo de insercion/escision de SCCmec. Modificado de
Stojanov et al., 2015. BMC Research Notes; 8(1): 828.

1.10 Antibiéticos de uso clinico con actividad antiestafiloc6cica

En la actualidad disponemos de una limitada cantidad de antibidticos con
actividad antiestafilocdcica, los que deben ser utilizados en forma racional por

los clinicos. La resistencia a penicilina esta descrita en torno al 90-95% de los
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aislados, por lo que esta molécula ya no se considera una alternativa

terapéutica (Lowy, 1998).

Para las cepas de S. aureus susceptibles a la meticilina (SASM), las penicilinas
antiestafilococicas son la terapia de eleccién. En este aspecto cabe mencionar
que la denominacion de “meticilino” susceptible o resistente se ha mantenido
por su importancia historica, puesto que este antibidtico ya no se encuentra
disponible dentro del arsenal terapéutico y fue reemplazado por otras
penicilinas resistentes a la penicilinasa estafilococica, destacando en Chile la
cloxacilina (figura 3). Otra alternativa terapéutica contra SASM son las
cefalosporinas de primera generacion, como la cefazolina y el cefadroxilo, de

administracién endovenosa y oral respectivamente (Lowy, 1998).

La primera linea de tratamiento contra el SARM son los glucopéptidos (Kahne,
Leimkuhler, Lu, & Walsh, 2005), es decir, vancomicina y teicoplanina, ambos
disponibles en Chile soélo para terapias endovenosas. Vancomicina es por
amplio margen la mas utilizada por los clinicos en la actualidad. Ambas son
moléculas de gran masa molar (aproximadamente 1500 g/mol), cuyo sitio
blanco es el dipéptido terminal D-ala-D-ala de la cadena aminoacidica lateral
unida al acido N-acetilmuramico. El mecanismo de accion es el bloqueo de la
transpeptidacion, pero por impedimento estérico, a diferencia de los [-

lactamicos que lo logran por inhibicién de la enzima que realiza dicha
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funcién (Kahne et al., 2005).

Otra alternativa terapéutica contra SARM son las oxazolidinonas, cuyo unico
exponente en Chile es linezolid, un antibiético bacteriostatico que se une al sitio
P de la unidad ribosomal 50S y que por lo tanto inhibe la sintesis proteica
bacteriana (Aminov, 2017). Existe en formulaciones endovenosas y oral, esta

ultima de gran utilidad para tratamientos ambulatorios.

Por otra parte, daptomicina es un lipopéptido ciclico con un mecanismo de
accion bactericida Unico. Se postula que es capaz de unirse a la membrana
citoplasmatica de la bacteria a través de su extremo hidrofébico, para
posteriormente polimerizar y formar canales iénicos de potasio que permiten la
salida de este ion hacia el medio extracelular, alterando el potencial de
membrana bacteriano, conduciendo a la muerte del procarionte, pero sin lisis.
Sus usos formales se encuentran limitados a la infeccién de piel y tejidos
blandos y a la bacteriemia y endocarditis derecha por S. aureus (Tran, Munita,

& Arias, 2015).

Existen otros farmacos con actividad anti SARM, algunos ya disponibles en
nuestro pais, que vale la pena mencionar. Las cefalosporinas de 52 generacién

son los unicos B-lactamicos capaces de unirse con gran afinidad a la PBP2a, y

36



por lo tanto, con efecto bactericida sobre SARM (Munita, Bayer, & Arias, 2015).
Dentro de estas destaca ceftarolina, aprobada por la FDA (Food and Drug
Administration) para infecciones de piel y partes blandas y para la heumonia
comunitaria (Rodvold & Mcconeghy, 2014). Por otro lado, los lipoglucopéptidos
son moléculas que difieren de los glucopéptidos al poseer una cadena lateral
lipofilica que modifica el perfil farmacocinético y/o farmacodinamico del
antibiotico. Destaca la prolongada vida media de oritavancina y dalbavancina
gue permiten intervalos de administraciones muy prolongados que favorecerian
la terapia ambulatoria, sobre todo en infecciones de piel y partes blandas (Van

Bambeke, 2015).

1.11 Métodos de genotipificacién usados para cepas de S. aureus

Los métodos fenotipicos (como el antibiograma) no poseen un buen poder de
discriminacion intraespecie en S. aureus (y en las bacterias en general), es por
esto que se debe recurrir a métodos de tipificacion molecular para poder
efectivamente diferenciar entre cepas. Mas que usar uno en forma aislada, lo
recomendado es la asociacion de los métodos que se mencionaran a

continuacion (Miao et al., 2017):
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Tipificacion del cassette cromosomal (SCCmec typing): habitualmente se
realiza mediante la metodologia de reaccion en cadena de la polimerasa
(RCP), para lo cual existen partidores validados por diversos autores.
Consiste en determinar el tipo y subtipo del cassette cromosémico que
portan las cepas estudiadas.

Determinacion de factores de virulencia: mediante RCP se pesquisa la
presencia de una variedad de genes de virulencia, entre los que
destacan los que codifican para PVL.

Macrorestriccion y electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE): esta
metodologia sigue siendo el estandar de oro en la tipificacién molecular y
se basa en la digestién de ADN total (protegido en un plug de agarosa)
mediante enzimas de restriccion de corte infrecuente y posterior
visualizacion mediante PFGE. Este método se caracteriza por ser muy
laborioso, tener menor reproducibilidad inter-laboratorios y analiza
cambios evolutivos de periodos cortos.

Tipificacion del gen que codifica la proteina A (spa typing): se basa en
determinar las diferencias en longitud y polimorfismos de las secuencias
cortas repetidas de la region variable del gen que codifica para la
proteina A. Corresponde a un meétodo razonablemente barato y
reproducible.

Tipificacion multilocus de secuencias (MLST): su fundamento es la

secuenciacion de los segmentos internos de siete genes de

38



mantenimiento o “housekeeping” para evaluar las variaciones
nucleotidicas entre distintas cepas. Esto permite establecer un perfil
alélico o “secuenciotipo” (ST) y establecer complejos clonales (CC) tras
compartir cinco de los siete alelos analizados. Este método de tipificacion
es menos laborioso y mas reproducible entre distintos laboratorios que
PFGE. Las variaciones en la secuencia de este tipo de genes ocurren en
periodos evolutivos prolongados.

Secuenciacion del genoma completo: Corresponde a la técnica mas
moderna y poderosa disponible en la actualidad. Permite la identificacion
y comparaciéon de los genomas de las bacterias, convirtiéndose en una
herramienta epidemioldgica de calidad. Probablemente con el pasar de
los afios y asociado a la reduccién de sus costos se convertird en una

herramienta molecular de rutina en los laboratorios de investigacion.

1.12 S. aureus resistente a la meticilina hospitalarios y
comunitarios en el mundo

En lo que se denomina epidemiologia molecular de SARM, se ha podido

determinar que en distintas localizaciones geograficas existen predominancias

de distintos linajes genéticos de S. aureus (Liu et al., 2016), lo que se explica

por una sumatoria compleja y no bien comprendida de razones biologicas y

asociadas a la actividad humana. SARM ha emergido en multiples ocasiones
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desde la poblaciéon a partir de distintos linajes de S. aureus susceptibles a la
meticilina y se ha adaptado a diferentes ambientes y condiciones que los
humanos han propiciado, influido ademas por la presion selectiva ejercida por
los antibidticos que habitualmente difiere entre paises. Si a lo anterior le
sumamos otros factores como las migraciones cada vez mas frecuentes en el
mundo contemporaneo, condicionan un dinamismo fascinante liderado por los
clones mas exitosos o0 aptos desde un punto de vista biolégico (Deurenberg &

Stobberingh, 2008).

Es asi como el primer SARM hospitalario descrito en Inglaterra (clon arcaico)
ST250/CC8/SCCmec | no es el SARM predominante en los hospitales de Reino
Unido en la actualidad. EMRSA-15 (ST22/CC22/SCCmec IV) es uno de los
clones clasicamente hospitalarios mas exitosos a nivel global, se describié por
primera vez el afio 1991 (asociado a la introduccion de las fluorquinolonas en
Inglaterra) y se diseminé rapidamente por todo el territorio britanico. EMRSA-15
desplazé al EMRSA-16 (ST36/CC30/SCCmec Il) desde el inicio de la década
del 2000, el que a su vez habia desplazado al clon arcaico desde la década de
1980. Se cree que una de las ventajas de EMRSA-15 es la de portar SCCmec
IV, un elemento genético mas pequefio y que podria ser favorable desde un

punto de vista energético (Bal et al., 2016).
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SARM ST5/CC5/SCCmec Il (USA 100, clon New York/Japon) habia sido el
predominante en contextos hospitalarios en Estados Unidos (EE.UU), aunque
desde el afilo 2004 un nuevo linaje, biologicamente mas apto, comenz6 a
prevalecer en territorio estadounidense (USA300) (Patel et al., 2008). Otros
clones de SARM-AH mundialmente exitosos son el ST239/CC8/SCCmec Il
descrito en hospitales de Australia, Asia y Sudamérica (clon Brasilefio) (Bal et

al., 2016).

En relaciobn a Sudamérica, el afio 2001 se documento la amplia predominancia
del clon Brasilefio (0 Sudamericano) en un estudio que incluyd cepas
hospitalarias de Argentina, Brasil, Chile, Uruguay y México recolectadas entre
los afios 1996-1998 (Aires De Sousa et al., 2001). No obstante, en Chile en el
mismo estudio ya habia evidencia de un clon de SARM genéticamente diferente
(47% del total de cepas) y que coexistia con el clon Brasilefio y se le denominé
clon Chileno. Posteriormente se documenta un nuevo clon altamente prevalente
en Cérdoba (Argentina) que coexistia con el clon Brasilefio y que estaba
relacionado genéticamente con el clon Chileno (C Sola, Gribaudo, Vindel,
Patrito, & Bocco, 2002). Para el aiflo 2006 la misma autora objetiva el claro
desplazamiento en Cérdoba del clon Brasilefio por el clon Cordobés (Claudia
Sola et al, 2006), actualmente denominado Chileno/Cordobés

(ST5/CC5/SCCmec I). En Colombia también existio evidencia del
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desplazamiento de un clon previamente predominante (clon Pediatrico) por el
clon Chileno (Rodriguez-Noriega et al., 2010), por lo que esta claramente
establecido que este linaje presentd predominancia y gran relevancia en
infecciones hospitalarias de todo el territorio Sudamericano. No obstante, como
se mencionard mas adelante en publicaciones mas recientes de Colombia y
Argentina se ha podido documentar el desplazamiento del clon Chileno
(hospitalario) por otros clasicamente comunitarios: USA300-LV (en Colombia) y
ST5/SCCmec IV/PVL+ (en Argentina). En el caso del pais trasandino este

fendmeno se ha visto particularmente en poblacion pediatrica.

Como ya se menciond, la descripcion de SARM-AC comenz6 en Australia
occidental a principios de la década de 1990 en poblacion aborigen que no
tenia contacto con centros médicos. El linaje correspondia al ST8/SCCmec |V,
a lo que se le ha agregado con el paso de los afios las descripciones de ST93,
ST30, ST1, ST45, ST78 y ST5, todos portadores de SCCmec IV (Bal et al.,

2016).

La circulacion del SARM-AC en Europa también data de la década de 1990, con
predominio del ST80/SCCmec IV/PVL+ (clon Europeo) que se cree se introdujo
desde Africa subsahariana como resultado de migraciones humanas (Bal et al.,

2016).
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En EE.UU los primeros casos documentados fueron de fines de la década de
1990 y afect6 a nifios sanos, con una elevada letalidad a causa de neumonia y
sepsis (Centers for Disease Control and Prevention, 1999). El clon se designo
USA400 (ST1/CC1/SCCmec IV/PVL+); sin embargo, fue reemplazado por el
USA300 (ST8/CC8/SCCmec IV/PVL+) que actualmente es el mas frecuente y
causa caracteristicamente infecciones de piel y tejidos blandos (Bal et al.,
2016). El clon USA300 porta el gen speG en un elemento genético denominado
ACME tipo I, que codifica para una enzima capaz de degradar poliaminas en el
hospedero y asi sobrevivir mas tiempo en él (Thurlow, Joshi, & Richardson,
2012). Este clon es sumamente exitoso y se ha expandido a otros territorios
sobre todo en el area norte de Sudamérica (Planet et al., 2015). M&s aun, existe
una creciente descripciéon del USA300 como SARM asociado a la atencion de
salud e incluso se ha proyectado la posibilidad de desplazar como principal
patdgeno nosocomial al USA100. Son precisamente estos fenbmenos los que
limitan las definiciones clasicas para clasificar las infecciones por SARM en
hospitalarias y comunitarias. A pesar de haberse descrito el USA300 en Europa
y otros paises Sudamericanos, su diseminacién en estos territorios ha sido

categéricamente menos exitosa (Tenover & Goering, 2009).

En Sudamérica las primeras descripciones de SARM-AC provienen de Uruguay
el afo 2001, no obstante son caracterizaciones de casos clinicos con

epidemiologia concordante y cepas con fenotipos sOlo resistentes a f-
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lactamicos, pero sin estudio molecular (Galiana Villar, 2003). La primera
descripcion fundamentada de SARM-AC fue en el afio 2005, y correspondieron
a casos cuyas cepas fueron recolectadas en el periodo 2002-2003 (Ribeiro et
al., 2005). En este trabajo 3 cepas fueron adecuadamente caracterizadas como
comunitarias (epidemiolégica y molecularmente) y fueron definidas como
ST30/SCCmec IV, clon altamente prevalente en Brasil (Scribel et al., 2009). El
afio 2005 se describe en Colombia un clon genéticamente relacionado al
USA300, pero geograficamente diferenciado, que carece del locus ACME y se
le denomin6é como la variante Latinoamericana, USA300-LV (César A. Arias &
Rincén, 2008). Ambos tendrian un ancestro comun y la segregacién habria
ocurrido en la década de 1980, lo que coincidiria con la adquisicion de ACME
por el USA300 y de COMER por USA300-LV (Planet et al., 2015), siendo este
altimo un elemento genético movil que codifica resistencia para cobre y
mercurio (copper and mercury resistance). Como ya se mencioné este clon esta
ampliamente diseminado en la actualidad por los paises del norte de
Sudamérica (Colombia, Venezuela y Ecuador), incluso desplazando a nivel

hospitalario al clon Chileno que era el predominante (Reyes et al., 2009).

La epidemiologia del SARM-AC en Argentina es mas relevante para nosotros,
al ser el pais limitrofe con mejor nivel de conocimiento molecular. En un estudio
reciente se documentd una elevada proporcion de SARM en infecciones de

inicio comunitario, sobre todo en poblacion pediatrica, en aquellos sin factores
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de riesgo hospitalario y en infecciones de piel y tejidos blandos (Egea et al.,
2014). Ademas, se logré documentar que mas de la mitad de las infecciones
por SARM, especialmente a nivel pediatrico, asociadas al hospital fueron
causadas por SARM genéticamente definidos como comunitarios. En este
contexto en Argentina se estaria generando el mismo proceso de reemplazo del
clon Chileno, tipicamente hospitalario, por linajes asociados a la comunidad,
sobre todo en nifios. Los clones de SARM-AC mas prevalentes (90% del total)

fueron ST5/SCCmec IVa/PVL+ y ST30/SCCmec IVc-PVL+.

La epidemiologia molecular actual de SARM en Latinoamérica queda muy bien
reflejada en la figura 12, cuyos datos se obtuvieron de aislados hospitalarios de
distintos paises de la region. Es importante remarcar la creciente importancia de
USA300-LV en los paises del norte de Sudamérica, en desmedro del clon
Chileno. Por otro lado, Argentina revela gran heterogeneidad en los clones
aislados. En Brasil hay clara predominancia de USA100 (clon New York/Japén),

mientras que solo Peru y Chile mantienen estable el clon Chileno.
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Figura 12. Distribuciéon clonal de SARM aislados en distintos hospitales
Latinoamericanos, Modificado de Arias et al., 2017. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy; 61(10): 1-12.
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1.13 S. aureus resistente a la meticilina en Chile

En Chile se objetivo la progresiva disminucion en la susceptibilidad a meticilina
de S. aureus en la década de 1960, ademas de identificar una cepa aislada en
1967 con concentracion minima inhibitoria (CMI) mayor a 6,25 pg/mL, y
catalogada como resistente (Ledermann, 1970). Sin embargo, no es hasta la
década de 1980 en que realmente SARM comienza a cobrar mayor relevancia

en los hospitales de nuestro pais (GIL D de M., 2000).

El Ministerio de Salud, en su ultimo informe de vigilancia de infecciones
asociadas a la atencion en salud (IAAS) del afio 2014, cataloga a la etiologia
estafilocécica como la mas frecuente en una diversidad de entidades, tales
como infeccion de sitio quirtrgico (de distintas localizaciones anatdmicas),
infeccion del torrente sanguineo, neumonia asociada a ventilacibn mecanica,
entre otros (Otaiza, Orsini, Pohlenz, & Sepulveda, 2014). Por otro lado, el
Grupo Colaborativo de Resistencia Bacteriana de la Sociedad Chilena de
Infectologia, en su ultimo informe de susceptibilidad antimicrobiana de nuestro
pais, informa susceptibilidad a cloxacilina en apenas un 51% de los aislados en
poblacion adulta(Cifuentes et al., 2014), lo que convierte a SARM en un

microorganismo muy frecuente y relevante en los hospitales de Chile.
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Por otro lado SARM, pero de adquisicion comunitaria, ya fue descrito en nuestro
pais el afio 2006 (Noriega Ricalde et al., 2008), lo que motivéd el inicio de un
programa de vigilancia por parte del Instituto de Salud Publica (ISP), en el cual
todos los laboratorios del pais deben remitir por ley las cepas fenotipicamente
sospechosas (Decreto N° 158). Si bien en las infecciones estafilocécicas de
adquisicion comunitaria siguen predominando las cepas susceptibles a
meticilina, existen en forma cada vez mas frecuentes reportes clinicos con las
variantes resistentes, lo que nos obliga a estar preparados ante un posible

aumento significativo en el nimero de casos.

1.14 Genotipificacién de S. aureus resistente a la meticilina en
Chile

En Chile, un estudio realizado en Valdivia muestra un claro predominio del clon
Chileno a nivel hospitalario (Medina et al., 2013). De 100 cepas aisladas en el
hospital, 97 portaban SCCmec | y tras genotipificar algunos mediante MLST y
PFGE se documentd que pertenecian al ST5 y presentaban relacién genética
con el clon antes mencionado. Esto es compatible con datos obtenidos en el
Laboratorio de Investigacidon en Agentes Antibacterianos, donde se demostro
que de 50 infecciones invasoras producidas por SARM atendidas en el Hospital
Regional de Concepcion “Dr. Guillermo Grant Benavente” entre los afios 2011-
2014, 49 portaban SCCmec | y ninguna de las cepas codificaba para PVL, lo
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que es caracteristico del clon Chileno (Felix Vega, 2015).

Existe mucha menos informacion respecto a la epidemiologia molecular del
SARM-AC. Los primeros cinco casos descritos en Chile fueron en su mayoria
importados y pertenecian al ST8/SCCmec IVa/PVL+, compatibles con el clon
USA300 (Noriega Ricalde et al., 2008). Por otra parte en el afio 2015 se
publican los primeros cuatro casos pediatricos, de los cuales tres
correspondieron al ST8/PVL- (no se determind el tipo de SCCmec) (Acufa et
al., 2015). En el estudio ya citado y realizado en Valdivia, ademas de objetivar la
amplia predominancia del SCCmec | a nivel hospitalario, se documentaron unos
pocos aislados portadores de SCCmec |V, de los cuales uno estaba relacionado
genéticamente con el clon pediatrico (ST5/SCCmec 1V) y otro con el USA300-
LV, pero PVL-. Este fendbmeno podria corresponder al inicio de un cambio
epidemioldgico en territorio nacional, con una mayor importancia de otros linajes
genéticos, distintos al clon Chileno, tal como se ha descrito en otros paises de

Sudameérica.

El programa de vigilancia del ISP incluye la deteccién de los genes mecA, pv/
y su tipificacion por metodologias de macrorestriccion, Spa typing y MLST, pero
no incluye la identificacion del tipo de cassette cromosomal (ISP, 2013), lo que

es necesario segun los consensos actuales, ya que sin la determinacion de
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SCCmec, la tipificacion se considera incompleta.

En suma, SARM-AC ya estad presente en Chile y a pesar de la creciente
importancia su genotipificacion es aun incompleta, siendo absolutamente
necesario aumentar el conocimiento actual sobre este patégeno que tiene el
potencial de desplazar al clon que predomina en la actualidad y convertirse en
un serio problema de salud publica, por su capacidad de afectar ademas a
persona previamente sanas, como la poblacion pediatrica. Lograr una adecuada
caracterizacion molecular de los linajes de SARM-AC en Chile impacta en el
diagnéstico clinico y en el tratamiento empirico de las infecciones
estafilococicas. Esta tesis corresponde a la primera iniciativa que busca
caracterizar el cassette cromosémico de un numero significativo de cepas de

SARM-AC aisladas en Chile.
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1.15 Hipotesis

1.- Los SCCmec IVa o IVc son prevalentes en los aislados de SARM adquiridos

en la comunidad

2.- Las cepas de SARM adquiridas en la comunidad, procedentes del programa

nacional de vigilancia del ISP de Chile, no estan genéticamente relacionadas

1.16 Objetivo General

Identificar el tipo y subtipo de cassette cromosdmico estafilocécico (SCCmec)
en los aislados de SARM comunitarios procedentes del programa nacional de

vigilancia del ISP de Chile y determinar la relacién genética entre los aislados

1.17 Objetivos Especificos

1.- Determinar el patron de susceptibilidad de los aislados de SARM
comunitarios procedentes del programa nacional de vigilancia del ISP de

Chile a antibi6ticos de uso frecuente en clinica

2.- Confirmar la presencia del gen mecA y pvl en las cepas de SARM
comunitarios procedentes del programa nacional de vigilancia del ISP de

Chile

51



3.- Identificar el tipo de SCCmec en las cepas de SARM comunitarios

procedentes del programa nacional de vigilancia del ISP de Chile

4.- Determinar los subtipos de SCCmec IV en las cepas portadoras de este

cassette procedentes del programa nacional de vigilancia del ISP de Chile

5.- Determinar la relacién genética entre los aislados de SARM adquiridos en la

comunidad procedentes del Programa Nacional de Vigilancia del ISP de

Chile
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Cepas bacterianas

Se estudiaron 50 cepas recepcionadas desde el Instituto de Salud Publica y que
forman parte del programa de vigilancia nacional de SARM-AC (tabla 5). Las
cepas se mantuvieron en cepario a -80°C hasta el momento de su analisis y

posteriormente se recuperaron en agar sangre de cordero al 5 %.

2.2 ldentificacién bacteriana

La determinaciéon de especie bacteriana se realizoé en el ISP. Adicionalmente se
determind la presencia de los genes que codifican para la nucleasa y coagulasa

(Cantekin et al., 2015; Hait, Tallent, Melka, Keys, & Bennett, 2012).
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2.3 Estudio de susceptibilidad antimicrobiana

La deteccion de resistencia a meticilina se realiz6 utilizando un disco de
cefoxitina (FOX) con una potencia de 30 pg (Wayne, 2015). Ademas, se estudio
la susceptibilidad de las cepas a: eritromicina (ERY), clindamicina (CLI),
sulfametoxazol-trimetoprim (SXT), rifampicina (RIF) y tetraciclina (TET). Se
utilizd como control de susceptibilidad la cepa Staphylococcus aureus ATCC®
25923. Para los ensayos de susceptibilidad se utilizé el método de difusion en
agar Mueller-Hinton siguiendo las recomendaciones del Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) en su documento M02-A11 (Wayne, 2012b) y los
puntos de corte que definen resistencia detallados por el CLSI en su documento

M100-S25 (Wayne, 2015).

Tabla 5. Tabla 5. Cepas de SARM-AC del programa nacional de vigilancia del
ISP incluidas en el estudio.

Cepa Ao Procedencia Origen mec | pvl
A

UCO SA-1 2007 RM P/PB + +
UCO SA-2 2007 RM P/PB t t
UCO SA-3 2007 Calama P/PB + +
UCO SA-4 2007 RM P/PB + +
UCO SA-5 2008 Calama P/PB + +
UCO SA-6 2008 RM P/PB + +
UCO SA-7 2008 RM P/PB + +
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UCO SA-8 2008 RM P/PB + +
UCO SA-9 2009 RM P/PB + +
UCO SA-10 | 2009 RM P/PB + +
UCO SA-11 | 2009 RM P/PB + +
UCO SA-12 | 2009 RM P/PB + +
UCO SA-13 | 2010 RM P/PB + +
UCO SA-14 | 2010 Coronel P/PB + +
UCO SA-15 | 2010 RM P/PB + +
UCO SA-16 | 2010 RM P/PB + +
UCO SA-18 | 2011 RM P/PB + +
UCO SA-19 | 2011 RM P/PB + +
UCO SA-20 | 2011 Linares P/PB + +
UCO SA-22 | 2012 RM P/PB + +
UCO SA-24 | 2012 RM P/PB + +
UCO SA-26 | 2012 RM P/PB + +
UCO SA-29 | 2012 RM P/PB + +
UCO SA-30 | 2012 RM P/PB + +
UCO SA-34 | 2013 RM P/PB + +
UCO SA-40 | 2013 RM P/PB + +
UCO SA-44 | 2013 RM P/PB + +
UCO SA-45 | 2013 RM P/PB + +
UCO SA-49 | 2014 RM P/PB + +
UCO SA-52 | 2014 RM P/PB + +
UCO SA-53 | 2014 RM P/PB + +
UCO SA-55 | 2014 RM P/PB + +
UCO SA-57 | 2014 Arica P/PB + +
UCO SA-59 | 2015 RM P/PB + +
UCO SA-60 | 2015 RM P/PB + +
UCO SA-61 | 2015 RM P/PB + +
UCO SA-63 | 2015 RM P/PB + +
UCO SA-65 | 2015 RM P/PB + +
UCO SA-75 | 2016 RM Bronquial | * +
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UCO SA-76 | 2016 Vifia del Mar P/PB + +
UCO SA-80 | 2016 RM P/PB + +
UCO SA-82 | 2016 RM P/PB + +
UCO SA-85 | 2016 RM P/PB + +
UCO SA-408 | 2016 Concepcion P/PB + +
UCO SA-409 | 2016 Concepcién P/PB + +
UCO SA-411 | 2016 Concepcién P/PB + +
UCO SA-90 | 2017 RM P/PB + +
UCO SA-91 | 2017 RM P/PB + +
UCO SA-95 | 2017 RM P/PB + +
UCO SA-98 | 2017 RM P/PB + +

Cepa: codificacion interna del Laboratorio de Investigacion en Agentes Antibacterianos
(LIAA), Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcion. Afo: afo de
aislamiento. Procedencia: lugar geografico del aislamiento. RM: Region Metropolitana.
Origen: sitio anatomico de aislamiento. P/PB: Piel/partes blandas.

Fuente: elaboracion propia

2.4 Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se determind la CMI de las cepas a vancomicina (VAN), daptomicina (DAP) y
linezolid (LZD) mediante microdilucién en placa, siguiendo las recomendaciones
del CLSI en su documento M07-A9 (Wayne, 2012a) y los puntos de corte
detallados por el CLSI en su documento M100-S25 (Wayne, 2015). Se utilizd

como cepa control la cepa Staphylococcus aureus ATCC® 29213.
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2.5 Deteccidn de los genes mecA, lukS PV-lukF PV y del elemento
genético SCCmec

La obtencion de ADN bacteriano se realiz6 mediante el método de extraccion
con resina Chelex®100 (Bio-Rad). Brevemente, se sembraron las cepas en agar
sangre de cordero al 5% por 18-24 h a 37°C. Luego se tom6 una asada y se
depositd en un tubo Eppendorf que contenia 200 uL de Chelex®100 y 2,5 uL de
proteinasa K (20 mg/mL) (Geneon, Alemania), con posterior homogeneizacién
mediante agitacién en un mezclador de vortice. La suspension se incubo por 45
min a 56°C y posteriormente fue sometida a ebullicion por 8 min. Luego se
centrifugd a 14.000 rpm por 2 min. Se utilizé 1 pL del sobrenadante como

templado de ADN para la reaccion en cadena de la polimerasa (RCP).

La deteccion de los genes mecA vy la tipificacion del elemento genético SCCmec
se realiz6 mediante RCP, utilizando los partidores y metodologia propuesta por
Kondo et al. (Kondo et al., 2007), con modificaciones, usando los partidores por
separado para cada cepa. Brevemente, para la detecciéon de mecA y del tipo de
recombinasas se utiliz6 una mezcla de RCP con volumen final de 10 pL: 5 yL
de 2X KAPA Tagq ReadyMix (KapaBiosystems, Wilmington, MA, Estados

Unidos); 3,75 pL de agua libre de nucleasas estéril; 0,125 uL de cada partidor
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(25 pmoles/ pyL) y 1 pL de templado de ADN. El programa de RCP fue:
desnaturalizacion inicial (94°C, 2 min), 30 ciclos de desnaturalizacion (94°C, 2
min), alineamiento (57°C, 1 min), extension (72°C, 2 min) y extension final

(72°C, 2 min).

Para la deteccion del complejo de genes mec, se prob6 cada partidor por
separado, utilizando una mezcla de RCP con volumen final de 10 uyL: 5 pL de
2X GoTag Long PCR Master Mix (Promega, Madison, WI, Estados Unidos);
3,55 pL de agua libre de nuecleasas estéril; 0,125 uL de cada partidor (25
pmoles/uL); 0,2 puL de MgClz (50 mM) y 1 uL de templado de ADN. El programa
de RCP fue: desnaturalizacién inicial (94°C, 1 min), 30 ciclos de
desnaturalizacion (94°C, 1 min), alineamiento (50°C, 1 min), extensién (72°C, 2

min) y extension final (72°C, 2 min).

La subtipificacion del elemento genético SCCmec tipo IV se realiz6 mediante
RCP convencional, utilizando los partidores y metodologia propuesta por Zhang
et al.(Zhang, McClure, & Conly, 2012). La mezcla de RCP fue la misma utilizada
para la detecciéon del gen mecA, excepto por los partidores. Los ciclos de
temperatura para la amplificacién fueron: desnaturalizacion inicial (94°C, 5 min),
30 ciclos de desnaturalizacion (94°C, 1 min), alineamiento (50°C, 1 min),

extension (72°C, 2 min) y extension final (72°C, 10 min).
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La deteccidn del gen pv/ se realizé mediante RCP convencional, utilizando los
cebadores y metodologia propuesta por Lina et al. (Lina et al., 1999). La mezcla
de RCP fue la misma utilizada para la deteccion del gen mecA, excepto por los
partidores. El programa de RCP fue el siguiente: desnaturalizacion inicial (94°C,
5 min), 35 ciclos de desnaturalizacién (94°C, 1 min), alineamiento (56°C, 1 min),
extension (72°C, 1 min) y extension final (72°C, 10 min). En la tabla 6 se

resumen los partidores utilizados en esta tesis.

Las amplificaciones fueron realizadas en un termociclador XP Thermal Cycler
TC-XP-A (Bioer technology, Binjiang, China). Los productos de la reaccion
fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa 1,5% a 80-100 V
por 30-45 min. El gel se confecciond con adicion de GelRed® segun prospecto
del fabricante, para posteriormente ser visualizado en luz UV en el equipo

fotodocumentador UVIdoc HD5 (Uvitec, Cambridge)

Tabla 6. Partidores utilizados en la caracterizacién molecular de SARM-AC

Partidor Gen Secuencia Nucleotidica (5°-3’) Tama | Ref.
fno
(pb)
mAl mecA TGCTATCCACCCTCAAACAGG 286 | Kondo
mA2 AACGTTGTAACCACCCCAAGA et al.
(2007)
af ccrAl-ccrB | AACCTATATCATCAATCAGTACGT 695 | Kondo
(a1-Bc) et al.
(2007)
a2 ccrA2-ccrB | TAAAGGCATCAATGCACAAACACT | 937 | Kondo
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(a2-Bc) et al.

(2007)

a3 ccrA3-ccrB | AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT 1791 | Kondo
(a3-Bc) et al.

(2007)

Bc ATTGCCTTGATAATAGCCITCT Kondo
et al.

(2007)

a4.2 ccrA-ccrB4 | GTATCAATGCACCAGAACTT 1287 | Kondo
B4.2 TTGCGACTCTCTTGGCGTTT et al.

(2007)

vF ccrC CGTCTATTACAAGATGTTAAGGAT 518 | Kondo
YR AAT et al.

CCTTTATAGACTGGATTATTCAAA (2007)

ATAT

mA7 ATATACCAAACCCGACAACTACA Kondo
et al.

(2007)

mI6 Clase A CATAACTTCCCATTCTGCAGATG 1965 | Kondo
(mA7-mI6) et al.

(2007)

IS7 Clase B ATGCTTAATGATAGCATCCGAATG | 2827 | Kondo
(mA7-1S7) et al.

(2007)

IS2(iS-2) | Clase C2 | TGAGGTTATTCAGATATTTCGATG 804 | Kondo
(mA7-1S2 | T et al.

iS-2) (2007)

iS-1 Clase C1 | ACATTAGATATTTGGTTGCGT 617 | Kondo
(mA7-iS-1) et al.

(2007)

Type IVa- | SCCmec GCCTTATTCGAAGAAACCG 776 | Zhang
F IVa CTACTCTTCTGAAAAGCGTCG et al.

Type IVa- (2012)

R

Type IVb- [ SCCmec TCTGGAATTACTTCAGCTGC 493 | Zhang
F IVb, IVF AAACAATATTGCTCTCCCTC et al.

Type IVb- (2012)
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R

Type IVe- | .. [ CCTGAATCTAAAGAGATACACCG | 200 |Zhang
F2Type | o ve | GGTTATTTTCATAGTGAATCGC et al.
IVc-R2 ! (2012)
Type IVd-| (.. | CTCAAAATACGGACCCCAATACA | 881 |Zhang
F5 Type v TGCTCCAGTAATTGCTAAAG et al.
IVd-R6 (2012)
Type CAGATTCATCATTTCAAAGGC 175 | Zhang
IVE-F3 SCCmec | AACAACTATTAGATAATTTCCG et al.
Type IVE, IVF (2012)
IVE-R4
ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACA | 433 | Lina et
luk-PV-1 TGATCCA al.
luk-PV-2 pvi GCATCAASTGTATTGGATAGCAAA (1999)

AGC

Fuente: elaboracion propia

2.6 Tipificacion molecular de las cepas

Se utiliz6 la metodologia de macrorestriccion con la endonucleasa Smal y

electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) basada en el protocolo del CDC

de Canada para SARM (Mcdougal et al., 2003) y descrita por el ISP de Chile,

con modificaciones(Publica, 2012). Brevemente, para la preparacion de plugs,

las cepas se cultivaron en agar sangre de cordero 5% a 37°C en aerobiosis por

18-24 h. Se traspasé una asada a 2 mL de solucion de suspension SA,

ajustando la densidad Optica entre 2 y 2,5 a 600 nm; de esta suspension se

transfirio 300 pL a un tubo Eppendorf, agregando posteriormente 5 yL de

lisostafina (1 mg/mL; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Estados Unidos) y se

61




incub6 a 37°C por 10 min. Se preparé agarosa para campo pulsado 1% en
bafer TE 1X, el que se mantuvo a 54°C en bafio termorregulado. Luego se
transfirié 300 L de agarosa a los tubos Eppendorf que contenian la suspension
bacteriana. Tras mezclar se confeccionaron los plugs en sus moldes, dejando
solidificar por 5 min a temperatura ambiente. Para la lisis bacteriana se
utilizaron tubos para centrifuga, con 2 mL de bufer de lisis ST adicionado de 15
ML de lisozima 10 mg/mL (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, Estados Unidos). Se
transfirieron los plugs a los tubos y se incubaron por 2 h a 37°C. Luego se lavo
con agua destilada estéril precalentada a 54°C y se agreg6 2,5 mL de bufer
CLB y 24 uL de proteinasa K, incubando a 54°C por 2 h en agitacion constante.
Posteriormente, se realizaron 3 lavados sucesivos con agua, en donde se
eliminé el bufer de lisis de cada tubo, se agregé 5 mL de agua destilada
desionizada precalentada a 54°C y se dejo en agitacion constante por 15 min.
Luego se procedi6 a 3 lavados sucesivos adicionales, retirando el agua y
agregando 5 mL de bufer TE 1X precalentado a 54°C e incubando con agitacion
por 15 min. Finalmente se transfirieron los plugs a un criotubo conteniendo 1 mL

de bufer TE 1X, conservandose a 4°C.

Para la digestion enzimatica se incubé 1/3 del plug en 100 pL de bufer de
ambientacion (bufer de enzima diluido 1:10) por 15 min a 25°C. Posteriormente
se elimind el bufer y se agregd 100 uL del bufer con la enzima de restriccidon

Smal (Promega, Madison, WI, Estados Unidos) a cada tubo, dejando esto en
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incubacion por 4 h a 25°C. Luego se elimind el mix de digestion y se agrego

100 uL de bufer TE, y se almacend a 4°C.

La electroforesis se realizO en un equipo CHEF DR Il (Bio-Rad), previa
preparacion de un gel de agarosa 1% en TBE 0,5X con 3 pL de GelRed® en el
cual se depositaron los plugs. La corrida electroforética se realizé durante 19 h,
con un pulso inicial de 5,3 s, un pulso final de 34,9 s, a 6 V/cm, con un angulo
de 120° y temperatura de 14°C. EIl gel se visualizé en luz UV en el equipo
fotodocumentador UVidoc HD5 (Uvitec, Cambridge). Los dendrogramas se
confeccionaron con el software BioNumerics 6.6®; el indice de similitud se
calculo utilizando el coeficiente DICE, una tolerancia de posicion de banda del
1% y una optimizacién del 0,5%. Se utilizé un valor de corte de un 80% para
considerar a las cepas relacionadas genéticamente entre si (Murchan et al.,

2003).
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3. RESULTADOS

3.1 Caracteristicas generales de las cepas estudiadas

Se estudiaron cepas aisladas entre los aflos 2007 y 2017, de las cuales 41
(82%) procedian de la Region Metropolitana. La segunda localidad mas
representada corresponde al Gran Concepcion con 4 cepas (8%), a lo que
sigue Calama con 2 (4%). Arica, Vifia del Mar y Linares fueron representadas
con 1 cepa cada una.

En relacion al sitio de aislamiento, 49 cepas (98%), se recuperaron desde piel y
partes blandas. Por otro parte, sélo 1 cepa se aisl6 desde un aspirado

bronquial.

Tabla 7. Caracteristicas generales de las cepas estudiadas

Caracteristica N° de cepas %
2007 4 8

2008 4 8

2009 4 8

2010 4 8

2011 3 6

Afo 2012 5 10
2013 4 8

2014 5 10

2015 5 10

2016 8 16

2017 4 8

Procedencia Arica L 2
Calama 2 4
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Viina del Mar 1 2
Region 41 82
Metropolitana

Linares 1 2
Gran Concepcion 4 8
Piel y partes 49 98

Origen blandas
Bronquial 1 2

Fuente: elaboracion propia

3.2 Susceptibilidad de las cepas estudiadas

Se documentd resistencia a FOX en todas las cepas. Diez cepas fueron
resistentes a eritromicina y una de éstas ademas se catalogdé con
susceptibilidad intermedia a clindamicina (UCO SA-11). Los 50 aislados
incluidos en esta tesis resultaron susceptibles a rifampicina y sulfametoxazol-
trimetoprim. Respecto a tetraciclina, s6lo una cepa fue resistente a éste

antibiético (UCO SA-24). El estudio de susceptibilidad se resume en la tabla 8
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ANTIBIOTICOS

CLI

TET

SXT

RIF

ERY

FOX

Tabla 8. Estudio de susceptibilidad antimicrobiana en cepas de SARM-AC del

programa nacional de vigilancia del ISP.

NO
CEPARIO
UCO SA

10
11
12
13
14
15
16
18
19
20
22
24
26
29
30
34

40

44
45

49

52

53
55
57

59
60
61

63
65
75
76
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FOX: cefoxitina; ERY:eritromicina; CLI: clindamicina; RIF: rifampicina; SXT:
sulfametoxazol-trimetoprim; TET: tetraciclina.
Fuente: elaboracion propia

3.3 Determinacién del nivel de resistencia a vancomicina,
linezolid y daptomicina

La CMlIso y CMlgo para vancomicina fue < 0,125 pg/mL y 0,25 pg/mL,
respectivamente. Para daptomicina el valor de la CMIso y CMIgo fue 0,25 pg/mL,
mientras que para linezolid se determind una CMiso de 1 pg/mL y CMlgo de 2
png/mL. Los resultados mencionados se resumen en la tabla 9

Tabla 9. Estudio de la concentracion minima inhibitoria para vancomicina,

linezolid y daptomicina en cepas de SARM-AC del programa nacional de
vigilancia del ISP

CMlsp* CMlgo*
VAN DAP LZD VAN DAP LZD
<0,125 0,25 1 0,25 0,25 2

*: ug/mL, VAN: vancomicina, DAP: daptomicina, LZD: linezolid

Fuente: elaboracién propia
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3.4 Pesquisa del gen mecA

Las 50 cepas incluidas en el estudio portan el gen mecA, determinante de la

resistencia a 3-lactamicos.

3.5 Pesquisa del gen pvl

Se logré determinar la presencia del gen que codifica para la leucocidina de
Panton-Valentine en 49 cepas, lo que corresponde a un 98% del total. Sélo 1
cepa fue discordante con la informacién recibida desde el laboratorio de

referencia y no amplifico el gen pvl (UCO SA-90).

3.6 Determinacion del tipo de SCCmec

Las 50 cepas analizadas portaban el complejo ccr (recombinasas) tipo 2 y el
complejo de genes mec clase B y, en consecuencia, SCCmec tipo IV segun la
clasificacion internacional. De éstas, 34 cepas poseen el subtipo IVc, 15 el IVa 'y

en una cepa se documentdé SCCmec IVb.
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3.7 Determinacion de la relacion genética de las cepas

Se logro tipificar por PFGE 49 de las 50 cepas incluidas en el estudio (UCO SA
53 no pudo tipificarse), ademas en 27 de ellas se conocia previamente el ST.

Se identificaron 4 grupos claramente diferenciados (figura 13).

ST SCCmec Ciudad ACME Ao Perfil resistencia
PFGESmal
E; i ?

2 UCO-SA 408 Va Concepcion - 2016 axA

H UCO-SA 409 Va  Concepoén - 2018 ax ki

: UCoSAD! Ma  RM - 2017 o cluster 1
UCO-SA 13 5 IVa RM - 2010 OXA
UCO-SA 34 858 M RM 3 2013 OXA
M3 (Clon Peditrico)
M5 (Clon Chileno)
UCO-SA 59 Ve RM . 2015 OXA ==
UCo-SA 82 Ve RM - 2018 XA
UCO-SA TS Ve RM . 2008 OXA
UCO-SA %0 Ve RM - 2017 QXA
UCO-SA 28 8 Ve RM . 2012 OXA-KAN-RED
UCO-5A 58 Ve RM - 2017 axA
UCO-SA 57 Ve Arica . 2014 OXA
UCO-sA1 8 Ve RM - 2007 OXA
UCO-SA S B Ve Calama . 2008 OXA
uco-sae 8 Ve RM - 2008 OXA -
UCOSA3 8 Ne  Caams . 007 o I 2
UCO-SA 49 Ve RM - 2014 axA c USter
UCO-SA 80 Ve RM . 2018 OXA
UCO-SA 65 Ve RM - 2017 OXA
UCO-SA 411 Ve Concepcidn . 2016 axA
UCO-5A 85 Ve RAM - 015 OXA
UCO-SA B1 e RM . 2015 o
UCO-SA § 8 e RM - 2009 axaA
UCO-SA 20 8 Ve Linares . 201 axA
Uco-sA 10 8 Ve RM - 2006 axA
uco-sA2 B8 Ve RM . 2007 OXA
UCO-SA 16 8 '3 RM - 2010 QXA |
D4 (USA300) Va
UCO-sA 22 8 Va RM + 012 OXA-ERY-KAN-NEO-CIP
UCO-SA 19 8 Va RM ¢ 2011 OXA-ERY-KAN-NED-CIP
UCO-SAT 8 Va RM + 2008 OXAERY-KAN-NED
UCO-SA 28 8 a RM . 2012 OXA-ERY-KAN-NEO-CIP
UCO-SA 30 L] Va RM + 012 OXAERYCP
UCO-SA 12 8 Va RM + 2008 OXA-ERY-KAN-NEO-CIP 5
UCO-SA 18 8 Wa RM + 2010 CXA-ERY.CP I 3
UCO-SA 83 Va RM * 2015 OXACIP C USter
UCO-SA 18 ] Wa RM . 201 QXA-ERY-KAN-NEO-CIP
UCO-SA4 B Va RM - 2007 QXA
UCO-SA 40 8 Ve RM - 2013 XA
UCO-SA 76 Ve Vidia del Mar - 2016 OXA-AMK
UCO-SA 24 023 Va RM - 012 OXAERY-TET
UCO-SA 44 30 Ve RM - 2013 QXA
UCO-8A 82 e RM - 2014 axA
uco-sae 30 Ve RM - 2008 OXA
UCO-SA 45 Ve RM - 2013 OXA =
UCO-SA 85 Ne  RM - 2016 o |
UCO-SA 14 0 Ve Coronel - 2000 OXA c u Ster 4
UCO-SA 55 Ve RM - 2014 OXA
UCO-SA 80 Ve RM - 08 OXA
UCO-SA 11 30 Ve RM - 2009 OXA-ERY

Figura 13. Relacion genética de las cepas de SARM-AC determinada por
macrorestricciéon con Smal y electroforesis en gel de campo pulsado.
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El mas numeroso (clluster 2, 22 cepas) incluye al linaje ST8/SCCmec IVc/PVL
+/ACME -.

El segundo cluster con mayor nimero de cepas corresponde a 12 aislados
(cluster 3) relacionados genéticamente con el clon USA300, mayoritariamente
ST8/SCCmec IVa/ACME+/PVL+. El clister 4 incluye 9 cepas que contienen al
ST30/SCCmec IVc/PVL+. Finalmente, el menos numeroso (cluster 1) incluye 5
cepas que se encuentran relacionadas genéticamente con el clon pediatrico.
Todos los grupos poseen cepas aisladas en distintas ciudades y en distintos
afos, algunas de ellas con un 100% de relacion genética. A modo de ejemplo
UCO SA-408 y UCO SA-91 son clones, siendo la primera aislada en
Concepcién y la segunda en la RM o UCO SA-14 y UCO SA-85, recuperadas
con 6 afios de diferencia en Coronel y la RM, respectivamente.

Se documenté ademas que la cepa UCO SA-34 se encuentra relacionada
genéticamente con el clon pediatrico, pero pertenece al ST868 y posee
SCCmec IVb. Finalmente, la cepa UCO SA-24, aislada el afio 2012 en la RM,
pertenece al ST 923/SCCmec IVa y no se encuentra relacionada genéticamente

con ninguna de las otras cepas analizadas en este estudio.
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4. DISCUSION

4.1 Caracteristicas generales de las cepas estudiadas

El nUmero de aislados por cada uno de los afios incluidos en el estudio es un
valor sujeto a sesgo, determinado basicamente por el criterio arbitrario utilizado
por el ISP para el envio de cepas al LIAA. En ningln caso representan una
mayor o menor incidencia de infecciones por SARM-AC. Asimismo, que el 82%
de los aislados estudiados hayan sido recuperados de infecciones
documentadas en la Region Metropolitana, no necesariamente implica que la
incidencia en este lugar sea mayor al resto del pais. El criterio de envio de las
cepas de SARM desde los laboratorios de microbiologia al ISP, se encuentra
sujeto al accionar de una diversidad de profesionales, tanto de sectores
publicos como privados, lo que inherentemente crea un sesgo en el programa

de vigilancia.

Lo que no parece estar sujeto a sesgo es la categorica predominancia de
infecciones de piel/lpartes blandas, con un 98% de aislados que fueron
recuperados de heridas y abscesos. Precisamente esta es la localizacibn mas
descrita en las infecciones por SARM-AC, y en muchas series su frecuencia se

ubica en torno (incluso supera) el 90% de los casos totales (DelLeo, Otto,

71



Kreiswirth, & Chambers, 2010b). Lo anterior guarda relacion con la forma de
transmision de todas las cepas de S. aureus, es decir, el contacto directo con
un individuo colonizado o infectado, caracteristicas particularmente
concentradas en algunos grupos de riesgo tales como: hacinamiento, deportes
de contacto, falta de indemnidad en la piel y falta de higiene (Kazakova et al.,

2005).

En concreto la irrupcién del clon USA300 en Norteamérica durante el primer
decenio del siglo XXl no solo reemplazé a otras cepas de S. aureus como
principal agente causante de infecciones de piel y partes blandas, sino que
aparentemente aument6 la carga global de esta infeccion (Edelsberg et al.,
2009). Esto resalta que debemos estar atentos en Chile ante un posible
aumento en el nimero de casos, dada la circulacion de este y otros clones con

genotipo comunitario.

4.2 Perfil de susceptibilidad

El fenotipo comunitario, s6lo resistente a [-lactamicos, es una de las
caracteristicas esenciales del ingreso de cepas al programa nacional de
vigilancia del ISP, y es a lo que el microbidlogo clinico esta atento en su

practica diaria. En ese marco no debe sorprender la concordancia que hubo
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entre los resultados de esta tesis con lo informado por el laboratorio de
referencia. Esto tiene fundamento en la susceptibilidad tipica que ha presentado
SARM-AC desde el inicio de su descripcion (Deresinski, 2005), la que se
explica en la estructura de su SCCmec, usualmente tipo IV, que es mas
pequefio y sélo transporta el gen responsable de resistencia a B-lactamicos (Liu
et al., 2016). Por el contrario, SARM-AH es resistente a un mayor nimero de
agentes antibacterianos, adquiriendo un perfil de multirresistencia (Cifuentes et
al., 2014). El clon de SARM hospitalario predominante en Chile posee un
fenotipo clasico de resistencia a B-lactamicos, pero ademas a macrolidos y
lincosamidas (Medina et al., 2013), lo que sin ser absolutamente definitorio de

su presencia, permite una facil aproximacion a ésta.

Si bien el fenotipo comunitario ya descrito es lo habitual en SARM-AC, existen
informes de cepas comunitarias multirresistentes que han adquirido
determinantes de resistencia a antibiéticos no B-lactamicos, como macrélidos,
clindamicina y tetraciclina (Diep et al., 2008), por lo que la susceptibilidad en
estas circunstancias no permite su diferenciacién. Si bien en esta tesis se
documentaron cepas resistentes a antibiéticos no B-lactamicos (eritromicina),
en general mantuvieron una amplia susceptibilidad a lincosamidas, lo que
probablemente fue la razén del microbidlogo para remitirlas al programa de

vigilancia del ISP.
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En la actualidad hay evidencia en distintos paises de cepas comunitarias que
han desplazado a clones hospitalarios menos exitosos (Cesar A Arias et al.,
2017), convirtiéndose en agentes etiolégicos de infecciones asociadas a la
atencion de salud (IAAS). Lo anterior difumina la linea que establecia las
diferencias, al menos clasicas, entre los aislados comunitarios de los adquiridos
en el hospital, ya que SARM-AC no siempre es identificable por su fenotipo y no
siempre esté restringido a las infecciones comunitarias. Bajo este argumento los
programas de vigilancia nacional de las infecciones estafilococicas deben
necesariamente unificarse, no separar de acuerdo al fenotipo bacteriano,
genotipificar de acuerdo a los estandares actuales e incluir informacién

epidemioldgica de los pacientes.

Respecto a la vancomicina, las cepas incluidas en el estudio resultaron
altamente susceptibles a este antibiético. En este punto es necesario enfatizar
qgue dicho glucopéptido sigue siendo terapia de primera linea contra las
infecciones por SARM, y continda siendo extremadamente util en nuestro pais.
Lo mismo ocurre para daptomicina y linezolid, ambos aprobados por la FDA
para el tratamiento de infecciones estafilocicicas y extremadamente Utiles en
algunos nichos especificos (Turner et al.,, 2019). No obstante, en paises con
alta presencia hospitalaria de genotipos tipicamente comunitarios (causando
IAAS) existe la preocupacion que la alta presién selectiva a la que estan

constantemente sometidos en los ambientes nosocomiales, genere variedades
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comunitarias, pero multirresistentes a drogas (Lakhundi & Zhang, 2018a), tal
como se ha descrito con el clon USA300, para el que se ha comunicado

susceptibilidad reducida a vancomicina y daptomicina (Graber et al., 2007).

4.3 Presencia del gen mecA

La resistencia a meticilina mediada por mecA, cuyo producto es la PBP2a o
PBP2’, es la predominante en ambientes hospitalarios humanos en todo el
mundo (H F Chambers, 1997). Esta enzima con funcion transpeptidasa posee
menor afinidad por los B-lactamicos que las PBP nativas, debido a que su sitio
de union a estos antibioticos es estructuralmente mas estrecho y por lo tanto de
mas dificil acceso. Es precisamente esta propiedad la que permite que el SARM
mantenga el entrecruzamiento del peptidoglican en presencia de meticilina,
cloxacilina o algun antibiético estructuralmente relacionado, ya que la funcion de
transpeptidacion de la PBP2a no se ve inhibida con las concentraciones que el
B-lactamico alcanza in vivo (Peacock & Paterson, 2015). Como era de esperar
todas las cepas analizadas en este estudio son portadoras del gen mecA, y por
lo tanto la resistencia a meticilina es mediada por la expresion del nuevo sitio
blanco ya analizado. Si bien se han descrito mecanismos alternativos de
resistencia a esta clase de antibidticos, éstos son categdéricamente menos

frecuentes. Tal es el caso de las cepas BORSA (del inglés borderline oxacillin-
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resistance S. aureus) cuyo mecanismo de resistencia se asocia a un aumento
en la actividad B-lactamasa, logrando CMI de oxacilina cercanas al punto de
corte, es decir, un bajo nivel de resistencia (McDougal & Thornsberry, 1986).
Otra variedad mec independiente son las cepas MOD-SA (del inglés modified S.
aureus) que expresan bajo nivel de resistencia a meticilina tras adquirir
modificaciones en las PBPs nativas, presumiblemente por acumulacién de

mutaciones en los dominios transpeptidasa (Tomasz et al., 1989).

Analisis especial requiere la meticilino-resistencia mediada por el gen mecC,
sobre todo por la iniciativa interdisciplinaria actual que trabaja bajo el lema de
“‘una salud” (one health), enfatizando la interconexion que existe entre las
enfermedades en medicina humana, medicina veterinaria y el medio ambiente,
lo que cobra trascendental importancia en términos de resistencia bacteriana a
antibiéticos (Capps & Lederman, 2015). El ano 2011 fue informado en la cepa
de S. aureus LGA251 uno de los ultimos cassettes cromosdmicos descritos,
SCCmec Xl (Garcia-Alvarez et al., 2011), cuyo gen mecAicazs1 tiene una
homologia de sélo un 70% en la secuencia nucleotidica con el gen mecA, por lo
que posteriormente fue renombrado como mecC (Ito et al., 2012). Por esto la
PBP que se sintetiza a partir de este gen, si bien es la responsable de la
meticilino-resistencia, sélo tiene un 63% de homologia con la PBP2a. Las cepas
portadoras de este determinante genético de resistencia se han asociado,

principalmente, a la actividad veterinaria, no obstante, también ha sido descrito
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en cepas aisladas de seres humanos. En algunos paises como Dinamarca,
cepas de S. aureus portadoras de mecC pueden ser responsables de hasta 2%
de los casos de infecciones por cepas meticilino-resistentes en humanos
(Petersen et al., 2013). En Chile ya se describié este mecanismo de resistencia
en una clinica veterinaria de equinos (Soza, Rivera, Toledo, Tardone, & Moreno-
Switt, 2017), por lo que hay que mantener un alto indice de sospecha en
medicina humana y conocer las particularidades de su deteccion fenotipica y
genotipica (Ford, 2017), sobre todo en cepas meticilino-resistentes en las

cuales no se haya determinado el gen mecA.

4.4 Presencia del gen pvl

La toxina de Panton-Valentine es una leucocidina que ejerce su citotoxicidad a
través de la formacion de poros en la superficie del neutrdfilo tras la accién
sinérgica de 2 proteinas secretadas y posteriormente ensambladas,
denominadas LukS-PV y LukF-PV. Dichas proteinas se codifican en dos genes
adyacentes de un profago integrado en el cromosoma de S. aureus (Adler,
Temper, Block, Abramson, & Moses, 2006). Se describié por primera vez en
1894, pero Panton la asocié a infecciones estafilocécicas de piel y partes

blandas casi cuarenta afos después, en 1932 (David & Daum, 2010).
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La asociacion epidemiologica que existio desde las primeras descripciones
entre SARM-AC y PVL aument6 notablemente el interés sobre este factor de
virulencia (Vandenesch et al., 2003). Es justamente esta perspectiva historica la
que nos permite entender la importancia que le brind6 el ISP a esta citotoxina
en los inicios del programa nacional de vigilancia. Sin embargo, en la actualidad
sabemos que si bien la mayoria de los aislados comunitarios portan los genes
lukSF (David & Daum, 2010), en ningun caso debe considerarse como
marcador definitorio y menos unico de cepas comunitarias. En este aspecto no
hay que olvidar que se han descrito cepas susceptibles a meticilina capaces de
expresar esta leucocidina, aunque con frecuencias menores. Por ultimo, PVL

esta practicamente ausente en los clones hospitalarios clasicos (Otto, 2013).

Se documentd una gran correlacion con la informacién enviada por el ISP, ya
que, en 49 cepas, es decir, 98% del total se pesquisé la presencia de PVL,
considerando que todas venian informadas como tal. Al respecto cabe analizar
que, si bien en esta investigacion practicamente la totalidad de las cepas
portaban los genes IukSF, existe una amplia descripcion de cepas de SARM-AC
que no los portan (O’Brien et al., 2004; Rossney et al., 2007). Siguiendo la
misma linea, segun el boletin del ISP (ISP, 2013) que analiza la vigilancia del
SARM con fenotipo comunitario entre los afios 2007-2012 la mayoria de las
cepas analizadas precisamente no expresan PVL y no fueron seleccionadas

para su posterior analisis por PFGE, Spa typing, MLST y tampoco se
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consideraron en esta tesis. Con el objetivo de aumentar el conocimiento
epidemiologico de las infecciones estafilocécicas en nuestro pais se deben

incluir en futuras investigaciones la totalidad de los aislados.

Desde el inicio de su descripcion, se le atribuyé a SARM-AC una mayor
virulencia, sobre todo por afectar a poblacion pediatrica y otros grupos que
compartian la caracteristica de ser previamente sanos, con contacto fisico
prolongado y cercano y no poseer los clasicos factores de riesgo de infecciones
por clones hospitalarios (David & Daum, 2010). En ese contexto, PVL adquirié
protagonismo y se le atribuyo ser la principal causa de esta particularidad. No
obstante, con el tiempo se ha generado una significativa cantidad de
conocimiento, muchas veces contradictorio, y no se ha podido -certificar
fehacientemente que la expresiéon de los genes lukSF hagan a SARM-AC mas
virulento. En tiempos actuales se considera ciertamente a PVL como un factor
de virulencia que en algunos tipos de infecciones y contextos clinicos, y solo en
algunas cepas podria contribuir significativamente a la severidad de una
enfermedad causada por SARM-AC, pero no es una caracteristica
generalizable a todas las cepas que son capaces de expresar esta toxina (Otto,

2013).

En lo que si se ha encontrado una correlacion fuerte es entre expresion de PVL

e infecciones de piel y partes blandas, lo que es independiente del tipo de cepa
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e incluso de la susceptibilidad a meticilina (Shallcross MBBS et al., 2013). En
ese aspecto el 98% de las cepas incluidas en este estudio fueron recuperadas
precisamente de ese origen, lo que es compatible con lo descrito hasta el

momento en la literatura.

4.5 Tipo de SCCmec y relacién genética de las cepas

Ya se ha descrito que la naturaleza de diseminacion de SARM es clonal, con
diferencias regionales y muy dinamica, y Chile no es la excepcion. La
tipificacion molecular de las cepas de S. aureus con fenotipo comunitario
incluidas en este estudio las agrupd y relacioné con clones ya descritos en otras
partes del mundo: USA300 (ST8/SCCmec IVa/ACME+), ST8/SCCmec IVc/
ACME- (relacionado con USA300-LV), clon Oceania/Pacifico (ST30/SCCmec

IVc) y el clon pediatrico (ST5/SCCmec IVa).

El clon comunitario mas reconocido a nivel mundial corresponde sin duda
alguna al USA300 (ST8/SCCmec IVa/PVL+/ACME+). En los inicios de la
década del 2000 en EE.UU comenzaron a describirse en forma progresiva y
simultanea infecciones adquiridas en la comunidad causadas por un clon de S.
aureus resistente a la meticilina que afectaba principalmente a personas que

vivian o tenian contacto estrecho con otras, tales como reclusos, deportistas o
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militares (Planet, 2017). Sin embargo, rapidamente este patdégeno logré
diseminarse en la poblacién general y ya el aio 2005 se convertia en la
principal etiologia de las infecciones de piel y partes blandas en aquel pais
norteamericano (Talan et al., 2011). Notablemente, USA300 con el pasar de los
anos no soélo se convertia en SARM mas aislado en EE.UU, sino también
contribuia al aumento de la severidad de las infecciones cutaneas y al
incremento de la incidencia de éstas (Planet, 2017). No existe certeza absoluta
respecto a la causa que explique el éxito de este clon; sin embargo, existe
consenso en que la adquisicion de un cassette cromosémico mas pequefio, con
un menor costo en términos de fitness fue un paso determinante. A esto se le
agregaria una Optima relacion entre expresion de la meticilino resistencia,
caracteristicamente menor que la de un clon clasicamente hospitalario, y mayor
variedad y nivel de expresion de factores de virulencia, como PVL, ACME, entre

otros (Otto, 2013).

A pesar que USA300 se ha aislado en una gran cantidad de paises en todo el
mundo (Nimmo, 2012), su importancia no ha sido la misma y este clon no se ha
podido establecer de la misma forma que en EE.UU. Esa es precisamente la
realidad de nuestro pais, ya que en los mas de 10 afos que han pasado desde
su primera descripcion las infecciones por este clon son, en general,
excepcionales y los casos reportados en la literatura son escasos (Acuia et al.,

2015; Medina et al., 2013; Noriega Ricalde et al., 2008), sugiriendo algun tipo
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de barrera a la diseminacién de este patdogeno, al igual que en Europa.
Teniendo esto en consideracion, en esta investigacion se logréo documentar que
una fraccién relevante de las cepas incluidas en el programa de vigilancia de
SARM-AC PVL+ corresponden al clon USA300. Los cada vez mas numerosos
viajes internacionales hacia y desde nuestro pais pueden facilitar la
diseminacion de este clon. A pesar de su baja frecuencia en términos absolutos,
se debe mantener una vigilancia estrecha de las infecciones causadas por este
patdgeno, y los clinicos deben estar atentos en infecciones que no responden al

tratamiento habitual o en algunos contextos epidemiologicos determinados.

El locus ACME se localiza adyacente al cassette cromosdémico y representa un
elemento genético simbolo del clon USA300. Codifica genes cuyos productos
participan en el metabolismo de la arginina, generando amonio, lo que
representaria una ventaja al favorecer la supervivencia de la bacteria en
ambientes acidos como la piel (Planet, 2017). La mayoria de las cepas
encontradas en este estudio, relacionadas genéticamente con el clon USA300
poseian el locus ACME. No obstante, la variabilidad de este linaje puede
involucrar genes de resistencia, factores de virulencia, presencia o no del
elemento ACME o distintos subtipos del SCCmec IV (Planet, 2017). En este
marco, en Chile ya hay evidencia de cepas relacionadas al clon USA300, pero
portadoras de SCCmec IVc y carentes del locus ACME, tal como se documenté

en 2 cepas incluidas en este trabajo y aisladas en 2 ciudades, Santiago y Vifia
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del Mar. Este hecho viene a reafirmar la movilidad de dichos elementos

genéticos.

El clon USA300-LV fue descrito por primera vez el afio 2005 y ha tenido un rol
protagoénico en la epidemiologia molecular del SARM en nuestro continente,
especialmente en los paises del norte de Sudamérica (Alvarez et al., 2006). La
irrupcién de este linaje en dichos paises es comparable a lo causado por el clon
USA300 en Norteamérica y ambos producen un espectro similar de

enfermedades en los humanos (Reyes et al., 2009).

Al igual que su contraparte norteamericana, el clon USA300-LV no solo infecta
a hospederos en la comunidad, sino que actualmente ha invadido los hospitales
y es un clon ampliamente descrito en ambientes nosocomiales, especialmente

en paises como Colombia, Venezuela y Ecuador (Cesar A Arias et al., 2017).

Se ha podido documentar que tanto el clon USA300 como el clon USA300-LV
tienen un ancestro comun y que ambos linajes han cursado como una epidemia
simultdnea (Planet et al., 2015), por lo que el linaje Sudamericano no es una
extensién del Norteamericano como se pensé inicialmente. Desde el punto de
vista genético, las caracteristicas clasicas del clon USA300-LV es la presencia
del SCCmec IV, ademas de pertenecer al ST8 y expresar PVL. La principal

diferencia con el clon USA300 es que a diferencia de éste ultimo, el linaje
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latinoamericano carece del elemento ACME, pero posee el elemento genético
COMER (cooper and mercury resistance), involucradas en el metabolismo del

cobre y mercurio (César A. Arias & Rincon, 2008).

En las cepas incluidas en este estudio, la agrupacibn mas numerosa
corresponde a 22 cepas que poseen el cassette SCCmec IVc/PVL+/ACME -, de
las cuales 10 corresponden al ST8, de acuerdo a informacion otorgada por el
ISP. Si bien falta por precisar la presencia del elemento genético COMER, el
resto del perfil genético documentado en las cepas de este cluster es
concordante con el clon USA300-LV. Estos aislados han sido recolectados en
ciudades del norte, centro y centrosur de nuestro pais, desde el 2007 al 2017.
En este punto es necesario recalcar que si bien las infecciones por SARM-AC
no son muy frecuentes aun en Chile, aparentemente el clon USA300-LV tendria

un rol importante en este pequefio grupo de infecciones.

No existe una respuesta universal a la pregunta de por qué el clon USA300-LV
ha tenido un rotundo éxito en los paises del norte de Sudamérica y por el
contrario no ha podido desplazar al estable clon chileno en nuestro territorio. Tal
como se ha descrito para otros clones, los fendmenos migratorios explican en
parte la diseminacion mundial de estos linajes, y en este marco, los cada vez
mas accesibles viajes internacionales y los fenémenos de migracion de los que

Chile no ha estado ajeno (desde paises con alta prevalencia del clon USA300-
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LV) en parte pueden explicar la circulacion de este clon por el territorio nacional.

El clon Oceania/Pacifico, ST30/CC30/SCCmec IV (también denominado
USA1100 o West Samoan Phage Pattern) corresponde a uno de los linajes
comunitarios clasicos y su nombre se debe a la region geogréfica en donde fue
originalmente aislado (Vandenesch et al., 2003). Especificamente se
document6 en un paciente de una comunidad en Auckland (Nueva Zelanda)
qgque habia tenido estrecho contacto con el oeste de Samoa (Mitchell,
MacCulloch, & Morris, 1996). Se caracteriza por expresar PVL y se ha asociado
a infecciones de piel y partes blandas en individuos previamente sanos
(Williamson, Coombs, & Nimmo, 2014). Como ha ocurrido con otros clones
comunitarios, su diseminacion no ha respetado fronteras, y desde la segunda
mitad de la década de 1990 se ha descrito en un creciente numero de paises y
distintos continentes. Es asi como este clon se ha identificado en Australia,
Alemania, Suiza, Reino Unido, Irlanda, Japon y en algunos paises del Sudeste
asiatico (Monecke et al., 2011). Se ha planteado que este linaje podria haber
evolucionado a partir del clon epidémico de S. aureus susceptible a la meticilina
ST30-fagotipo 80/81, luego de haber adquirido PVL y posteriormente SCCmec
IV (Robinson et al., 2005). Este clon susceptible se describid por primera vez en
1953 en Australia (Rountree & Beard, 1958) y produjo brotes gracias a su
resistencia a la bencilpenicilina. No obstante, con la aparicion de las penicilinas

antiestafilocécicas practicamente desapareciéo de circulacion en la década
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siguiente (Robinson et al., 2005).

A nivel Latinoamericano, en Uruguay desde principios de la década del 2000 ya
hubo evidencia de infecciones por cepas de SARM comunitarias (Galiana Villar,
2003) vy estudios que incluyeron cepas recolectadas los afios 2002-2003 a
propésito de un brote en Montevideo ya describian cepas relacionadas con el
clon Oceania/Pacifico, tanto a nivel comunitario como nosocomial (Benoit et al.,
2008). En Buenos Aires (Argentina) en un estudio realizado con cepas
recolectadas entre los afios 2004-2006 (Gardella et al., 2008) se demostré la
presencia de este clon en dicho territorio, aunque con baja predominancia. No
deja de sorprender que en un estudio (aunque metodolégicamente distinto)
realizado con cepas recolectadas apenas 10 afios después (Cesar A Arias et
al., 2017), en 3 hospitales de la misma ciudad, un 30% de las infecciones del
torrente sanguineo producidas por SARM, correspondian al clon ST30/SCCmec
IV. Esto permite inferir que la importancia relativa de este clon aparentemente
va al alza en el pais transandino. El clon Oceania/Pacifico también ha sido
descrito en Brasil y ha demostrado ser frecuente entre cepas de SARM que
expresan PVL (Chamon, lorio, da Silva Ribeiro, Cavalcante, & dos Santos,

2015).

En este marco y a pesar de no ser preponderante, no debe sorprender la

presencia del clon ST30/SCCmec IVc/PVL + en territorio chileno. En el informe
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de vigilancia de SARM comunitario del ISP, de 66 cepas PVL+ analizadas por
MLST, 11,4% pertenecian al ST30 (ISP, 2013). En esta investigacion se
incluyeron 4 cepas que se sabia pertenecian al ST30, pero en el dendograma
obtenido a partir del experimento de macrorestriccion y electroforesis en gel de
campo pulsado se agruparon un total 9 cepas relacionadas genéticamente entre
si y todas portan el cassette SCCmec IVc. Ademés, las cepas han sido
persistentemente aisladas a partir del afilo 2008, principalmente en la Region
Metropolitana y la Unica identificada fuera de la capital ocurri6 en Coronel y
corresponde a un clon de dos cepas aisladas en Santiago 3 afios después. No
obstante de no estar absolutamente claras todas las razones que otorgan
dinamismo a la epidemiologia de SARM, uno de los factores sociales
contribuyentes a ésta es el turismo y la globalizacién. Si consideramos que sélo
en el 2016 ingresaron mas de 3 millones de turistas argentinos a nuestro pais y
casi medio millon de brasilefios (“Turismo en Chile, principales indicadores,”
2016), que como se comentd son paises en los que ya se ha descrito
circulacién del clon Oceania/Pacifico, no parece sorprendente su presencia en
territorio chileno. Sélo una vigilancia epidemiolégica estrecha permitira evaluar
el éxito de este linaje en territorio nacional, tanto a nivel comunitario como

nosocomial.

El clon pediatrico fue inicialmente descrito en estudios epidemioldgicos

realizados en la década de 1990 en un hospital pediatrico de Lisboa (Portugal) y
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destacaba por coexistir con el clon Ibérico. Se caracterizaba ademas por
expresar un bajo nivel de resistencia a meticilina y ser solo resistente a [3-
lactamicos. Al momento de sus primeras descripciones ya habia evidencia de
diseminacion en otros paises de Europa y ademas en Sudamérica,
especificamente Colombia, Argentina y posteriormente Brasil (Sa-Leao et al.,
1999). A pesar de haber sido descrito en sus inicios como un patégeno menos
resistente y que afectaba a poblacién pediatrica, con los afios se describieron
infecciones por cepas relacionadas genéticamente con este clon, pero
fenotipicamente multirresistentes y capaz de afectar también a poblacion adulta
(Rodriguez-Noriega et al., 2010). Fue precisamente este el caso de Colombia,
que en su primer estudio publicado de vigilancia epidemiolégica document6 una
amplia predominancia de este clon en dos hospitales de aquel pais (Gomes,
Santos Sanches, Aires de Sousa, Castafieda, & de Lencastre, 2001). Sin
embargo, cabe mencionar que este fue un unico reporte, ya que otro estudio
que analizd cepas recolectadas entre los afios 1996-2003, principalmente en
Bogota y Cali, ya objetivaban la predominancia, en ese momento, del clon
chileno (Cruz et al., 2005). En el caso de nuestro pais limitrofe, Argentina, el
clon pediatrico se ha descrito como agente causal de infecciones comunitarias y
nosocomiales desde fines de la década de 1990, pero nunca como clon

predominante (Rodriguez-Noriega et al., 2010).

En Chile existen pocas publicaciones que describen la epidemiologia molecular
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de infecciones estafilocdcicas. Una de ellas fue realizada en un hospital de
Valdivia (Medina et al., 2013) y analizaron un total de 100 cepas de SARM, de
las cuales se escogieron aleatoriamente 29 para ser subtipificadas por PFGE.
Dos cepas, es decir, un 2% del total estaban relacionadas genéticamente con el
clon pediatrico; el 97% restante correspondia al clon chileno. Por otro lado, en
los escasos reportes nacionales de infecciones por SARM-AC, no se han

descrito casos atribuidos al clon pediatrico.

De las cepas analizadas en esta investigacion 5 aislados estaban relacionados
genéticamente con el clon pediatrico, de las cuales 4 portaban el cassette
SCCmec IVa y en una de ellas se conocia el secuenciotipo (ST5). Llama la
atencion la cepa UCO-SA-34, que porta el cassette SCCmec IVb y pertenece al
ST868. Solo una cepa perteneciente a este ST ha sido reportada en un hospital
en el Norte de Israel, pero portadora de SCCmec Il (Eghbaria, Schnitser, Danial-
Farran, Keness, & Bisharat, 2014). Los cinco aislados so6lo presentan
resistencia a 3-lactamicos. No obstante, tal como se menciond previamente, se
han descrito cepas relacionadas al clon pediatrico que han adquirido genes de
resistencia y presentan un fenotipo de multirresistencia, lo que difiere de la cepa
clasica descrita en Portugal en la década de 1990 y que lo homologa, en el
caso de nuestro pais, al fenotipo del clon chileno. Esto obliga a mantener una
vigilancia continua de las infecciones por SARM, complementando informacion

clinica con una caracterizacion molecular completa, para que de esta forma se
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pueda conocer real y profundamente la dinamica de las infecciones
estafilococicas en nuestro pais, que, a la luz de la evidencia actual, no se

encuentran limitadas exclusivamente al clon chileno.

Una de las cepas incluidas en el estudio pertenece al ST923 y posee el
cassette SCCmec IVa (UCO SA-24), linaje que ha sido descrito en Colombia
como un nuevo genotipo comunitario emergente, no relacionado con el clon
USA300 mediante PFGE, y carente del elemento genético ACME (Escobar-
Perez et al., 2017). Ademas, este clon ha causado infecciones comunitarias,
principalmente en edad pediatrica, a sujetos en varias localidades del pais
caribefio lo que sugiere que se encuentra circulando en distintas regiones del
pais. La cepa trabajada en esta investigacion fue aislada el afio 2012 a partir de
una infecciéon de piel y partes blandas, en un paciente de la Regién
Metropolitana de nuestro pais. Si bien este aislado representa una minoria del
total de cepas incluidas en esta tesis, no se puede predecir como sera el

comportamiento futuro de este clon en territorio nacional.

Una vigilancia epidemiolégica estrecha y permanente es la unica herramienta
gue nos permitira conocer la dinamica de las infecciones por SARM en Chile,
sobre todo considerando que en la actualidad existen fendmenos sociales que,
en teoria, fomentan la introduccion y diseminacion de nuevos clones en nuestro

territorio. Si las infecciones por SARM-AC van o no en aumento o si la
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estabilidad del clon chileno estda o no amenazada son preguntas que se deben
responder con estudios de incidencia, y abarcando una gran cantidad de

hospitales a lo largo del pais, y no acotarse a pocos centros como ha sido lo

habitual hasta ahora.
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5. CONCLUSIONES

A pesar de la conocida estabilidad del clon chileno en nuestro pais, existe
creciente evidencia que documenta la circulacion de clones de SARM fenotipica
y genéticamente distintos. En esta investigacion tras analizar 50 cepas
provenientes del programa de vigilancia de SARM-AC del ISP, que expresan
PVL, se objetivd la circulacion de 4 linajes distintos al clon chileno: 1)
relacionados al clon USA300-LV; 2) clon USA300; 3) clon Oceania/Pacifico y 4)
clon pediatrico. Todos se caracterizan por ser, en general, susceptibles a
antibidticos no B-lactamicos, poseer el gen mecA que codifica resistencia a la

meticilina y poseer el cassette SCCmec tipo IV.

92



6. PROYECIONES

Cohorte nacional multicéntrica de infecciones estafilococicas que incluya
variables demograficas, caracteristicas de la infeccion y un analisis genotipico

completo de las cepas.
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