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RESUMEN

Staphylococcus aureus es un importante patégeno bacteriano implicado en infecciones
humanas y animales. Desde su aparicion, al inicio de la era antibidtica, S. aureus
resistente a meticilina (SARM) ha mostrado gran capacidad de incorporar genes que
codifican determinantes de resistencia a multiples antibidticos y un gran arsenal de
factores de virulencia. Ademas, SARM representa un gran problema debido la
persistencia de infecciones asociadas a dispositivos médicos, principalmente por la
capacidad de formar biopeliculas, permitiéndole resistir el tratamiento antibiético, incluso
en cepas que no presentan determinantes genéticos de resistencia, lo que finalmente
ocasiona el retiro de la protesis del paciente. En el ultimo tiempo, se han probado
alternativas al tratamiento terapéutico habitual, empleando combinaciones de
antibioticos usados en la practica clinica, o bien, utilizando compuestos capaces de
desagregar biopeliculas. En algunos aislados de SARM se ha demostrado que el uso de
algunos antibioticos puede incluso aumentar la expresion de genes implicados en la
formacion de biopeliculas, generando fenotipos hiperadhesivos. Por esta razén, es
importante conocer la capacidad de formacidn de biopeliculas y la epidemiologia de las
cepas de SARM circulantes en Chile. Recientemente, B-cloro-L-alanina (B-CLA), un
compuesto con actividad antibacteriana, ha mostrado desagregar biopeliculas de SARM
en combinacién con fosfomicina. Sin embargo, se desconoce el efecto de este
compuesto en combinacion con otros antibiéticos usados en clinica sobre la expresion
de los genes que codifican factores de virulencia asociados a la formacion de
biopeliculas. Es por esto, que en esta tesis doctoral se plante6 como objetivo general

caracterizar las cepas de SARM provenientes de hospitales de Chile y determinar el
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efecto de antibidticos utilizados en el tratamiento de SARM y la combinacion de ellos con
B-CLA en la formacion de biopeliculas como también en la expresion de genes que
codifican factores de virulencia asociados con esta capacidad de cepas de SARM
aisladas en hospitales de Chile. Inicialmente, se trabajé con 50 cepas categorizadas por
el Instituto de salud Publica de Chile como SARM hospitalarias, aisladas entre los afios
2007 y 2017, las cuales fueron caracterizadas en funcion del perfil de susceptibilidad a
linezolid, daptomicina y vancomicina; el tipo de cassette SCCmec; y tipificacion molecular
mediante macrorrestriccion con enzima Smal y electroforesis de campo pulsante
(PFGE). Ademas se confirmé el fenotipo de meticilino resistencia mediante la prueba de
susceptibilidad a cefoxitina y la deteccion del gen mecA por reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) convencional. Posteriormente, se realizo la secuenciacion del genoma
completo (lllumina® MiSeq) utilizando Unicycler v0.4.8 y Spades v3.15.4 para su
ensamblaje, visualizacion con Bandage v0.8.1 y anotacion gendmica mediante Prokka.
Se identificaron los loci tipo multilocus (MLST), spa type, se confirmo la tipificacion del
tipo de SCCmec, genes de resistencia a los antimicrobianos y genes de virulencia
mediante SpeciesFinder 2.0, MLSTFinder 2.0, SCCmecFinder 1.2, spaTyper 1.0,
ResFinder 4.1 y VirulenceFinder 2.0, respectivamente. La capacidad de formacion de
biopeliculas se evalu6 mediante ensayos de adherencia en placas de 96 pocillos, y la
formacién y erradicacion de biopeliculas en presencia de los antibiéticos linezolid,
daptomicina y vancomicina solos y asociados con B-CLA fue investigada en placas de
poliestireno de 6 pocillos de fondo plano, con una lamina de acero inoxidable lisa, las
gue posteriormente se sometieron a tincion mediante LIVE/DEAD® Baclight™ Bacterial

Viability Kit y analizadas por microscopia electrénica confocal (MEC), para evaluar
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viabilidad de las cepas y grosor de la biopelicula tras la exposicion a los compuestos
antibacterianos.

Se confirmo el fenotipo meticilino resistente en las 50 cepas referidas por el ISP de Chile,
ademas de la presencia del gen mecA. Se determiné que el 76% de las cepas de SARM
presentaban el SCCmec tipo |, 14% SCCmec tipo II, 8% el SCCmec tipo IVa y 1 cepa
(2%) el SCCmec tipo IVc. EI MLST determiné que los tipos de secuencia (ST) prevalentes
fueron el ST5 (76%), seguido de los ST105 (14%), ST8 (4%) y los ST5575, ST2802, y
ST72 con 2% de prevalencia. El spa type t149 fue prevalente, encontrandose en el 33%
de las cepas, seguido del t002 en el 12% de éstas. En cuanto al agr predominante, grupo
agr era tipo Il (30%) fue el mas presente, y en la misma linea, la tipificacion del
polisacarido capsular determiné que el tipo capsular prevalente era el cap8 (82%),
seguido de cap5 (18%). Sin embargo, se descartaron 5 cepas clasificadas originalmente
como SARM de origen hospitalaria, pero la tipificacion molecular de los SCCmec
determind su origen comunitario. Y de acuerdo al criterio de inclusion no se siguiéo
trabajando con estas cepas.

Las cepas presentaron un perfil de multirresistencia, destacando un 98% de resistencia
a los antibiéticos del grupo MLSB, sobre 98% a quinolonas y 64% a gentamicina. No se
encontraron cepas resistentes a cotrimoxazol, linezolid (LZD), vancomicina (VAN) o
daptomicina (DAP). Concordantemente, las cepas presentaron una alta prevalencia de
genes de resistencia a distintas familias de antibioticos, como son los que codifican
enzimas modificantes de aminoglucdsidos: aac(6')-le-aph(2")-la (82%), aad(6) y ant(6)-
la (64%), aadD (16%), aadE (7%), ant(9)-la (98%), ant(4')-1b (16%), sat4 (40%), aph(3')-

llla (64%), enzimas metilasas: ermA (98%), ermC (4%), betalactamasa: blaZz (82%),
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rifampicina fosfotransferasa: rphB (91%), y dihidrofolato reductasa: dfrC (1%). Ademas,
todas las cepas presentaron los genes fosB (resistencia a fosfomicina), norA, mgrA,
mepA, mepR, sav1866 (resistencia a fluoroquinolonas), tet38 (resistencia a tetraciclinas)
y el sistema regulador de 2 componentes arlRS.

Respecto a la caracterizacion de genes que codifican factores de virulencia implicados
en la formacién de biopeliculas, el 98% de las cepas presentaron el gen fnbA 'y 26% el
gen fnbB (codifiantres de las proteinas de unién a fibronectina A y B, respectivamente);
98% el operon icaABCDR; 80% hly/hla y el todas portaban los genes hib y hid,
codificantes de las hemolisinas b y d, respectivamente. No se detecto la presencia del
gen bap, ni de los operones pmsA 'y pmsB en ninguna de las 45 cepas ensayadas. Sobre
el 85% de las cepas presentaron otros genes de virulencia asociados a la adhesion,
produccion de exoenzimas, toxinas, enterotoxinas y la captaciéon de hierro.

Los estudios de relacién genética mostraron la presencia de 5 clados, destacando el
clado principal con cepas portadoras del SCCmec | distribuidas en la zona centro sur de
Chile entre los afos 2012 al 2017.

Los estudios de formacion de biopeliculas indicaron que solo el 73% de las cepas eran
productoras de biopeliculas, y que el 55% y el 18% del total mostraron un indice de
formacion de biopeliculas débil (DFBP) y moderado (MFBP), respectivamente. De estas
cepas se seleccion6 una de cada fenotipo y se realizaron ensayos de formacion y
erradicacion de biopeliculas en presencia de VAN, DAP, LZD y B-CLA separadamente,
y en en combinacion con este Ultimo. Los analisis de MEC indicaron que la cepa no
formadora de biopeliculas present6 un aumento de la biomasa viva de la biopelicula

madura en concentraciones sub-CMI de VAN, DAP y 3-CLA, y una disminucion frente a
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LZD. Las cepas con fenotipo NFBP y MFBP mostraron un aumento en la lectura del
espectro rojo cuando se expusieron a concentraciones sub-CMI de LZD, y de las
combinaciones LZD + B-CLA, VAN + B-CLA y DAP + 3-CLA (p= 0,019) y sub-CMI de
VAN, DAP, B-CLA, LZD + B-CLA, VAN + B-CLA y DAP+ B-CLA (p=0,037),
respectivamente; lo cual indica que a estas concentraciones ensayadas se induce la
muerte celular dentro en la biopelicula, permitiendo ademas su desagregacion.

Las cepa con fenotipo DFBP no mostré cambios en la produccion de biopeliculas frente
a los compuestos ensayados.

Los ensayos de expresion de genes de virulencia no arrojaron resultados concluyentes
con la metodologia ensayada.

Las cepas de SARM-AH referidas por el ISP de Chile analizadas en esta tesis, presentan
prevalentemente, a nivel tanto fenotipico como genotipico, el perfil clasico del clon
chileno/cordobés con un amplio arsenal de genes virulencia, principalmente codificantes
de factores de adherencia, exoenzimas, toxinas y hemolisinas.

Por otra parte, el uso de sub-CMI B-CLA, VAN y DAP contribuyen al a formacién de
biopeliculas en una cepa con fenotipo no productor de biopeliculas. El uso de
combinaciones a concentraciones sub-CMI de 1 ug/mL LZD, y de las combinaciones de
1 ug/mL LZD +16 ug/mL B-CLA, 0,5 pg/mL VAN + 16 ug/mL B-CLA y 0,125 ug/mL de
DAP + 16 pug/mL B-CLA, provocan una disminucion de la formacion de esta biopelicula,

favoreciendo su erradicacion.
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus is an important bacterial pathogen implicated in human and
animal infections. ince the dawn of the antibiotic era, methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) has demonstrated a remarkable ability to acquire genes responsible for
resistance to multiple antibiotics, along with a vast array of virulence factors.. In addition,
MRSA represents a great problem due to the persistence of infections associated with
medical devices, mainly due to the ability to form biofilms, allowing it to resist antibiotic
treatment, even in strains that do not present genetic determinants of resistance, which
ultimately necessitates the removal of the patient's drug-impregnated medical device. In
recent times, alternatives to the usual therapeutic treatment have been tested, using
combinations of antibiotics employed in clinical practice and compounds capable of
disaggregating biofilms. In some MRSA isolates, it has been shown that the use of some
antibiotics can even increase the expression of genes involved in the formation of
biofilms, generating hyperadhesive phenotypes. For this reason, it is important to know
the biofilm formation capacity and the epidemiology of circulating MRSA strains in Chile.
Recently, B-chloro-L-alanine (B-CLA), a compound with antibacterial activity, has been
shown to disaggregate MRSA biofilms in combination with fosfomycin. However, the
effect of this compound in combination with other clinically used antibiotics on the
expression of genes encoding virulence factors associated with biofilm formation is
unknown. For this reason, in this doctoral thesis, the general objective was to characterize
the MRSA strains from hospitals in Chile and to determine the effect of antibiotics used
in the treatment of MRSA and the combination of them with 3-CLA on the formation of
biofilms and also to determine the impact on gene expression for virulence factors

associated with this biofilm-forming ability in MRSA strains isolated from Chilean
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hospitals. We worked with 50 hospital MRSA strains provided by the Chilean Public
Health Institute, isolated between 2007 and 2017, which were characterized based on the
susceptibility profile to linezolid, daptomycin, and vancomycin; the SCCmec cassette
type; and molecular typing by macrorestriction with Smal enzyme and pulsed field
electrophoresis (PFGE). In addition, the methicillin resistance phenotype was confirmed
by means of the cefoxitin susceptibility test and the detection of the mecA gene by
conventional polymerase chain reaction (PCR). Subsequently, whole genome
sequencing (lllumina® MiSeq) was performed using Unicycler v0.4.8 and Spades v3.15.4
for assembly, visualization with Bandage v0.8.1, and genomic annotation using Prokka.
Multilocus type loci (MLST), spa type, SCCmec typing, antimicrobial resistance genes,
and virulence genes were confirmed using SpeciesFinder 2.0, MLSTFinder 2.0,
SCCmecFinder 1.2, spaTyper 1.0, ResFinder 4.1, and VirulenceFinder 2.0., respectively.
Biofilm formation capacity was assessed by adhesion assays in 96-well plates, and
biofilm formation and eradication in the presence of the antibiotics linezolid, daptomycin
and vancomycin alone and associated with B-CLA was investigated in 6-well polystyrene
plates flat bottom wells, with a smooth stainless steel sheet, which were subsequently
stained using the LIVE/DEAD® Baclight™ Bacterial Viability Kit and analyzed by confocal
electron microscopy (CEM), to assess viability of the strains and thickness of the biofilm
after exposure to antibacterial compounds.

The methicillin-resistant phenotype, along with the presence of the mecA gene, was
confirmed in all 50 strains reported by the Chilean Public Health Institute (ISP), in addition
to the presence of the mecA gene. It was determined that 76% of the MRSA strains had

SCCmec type |, 14% SCCmec type Il, 8% SCCmec type lva, and 1 strain (2%) SCCmec
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type Ivc. The MLST determined that the prevalent sequence types (ST) were ST5 (76%),
followed by ST105 (14%), ST8 (4%), and ST5575, ST2802, and ST72 with 2%
prevalence. The spa type t149 was the most prevalent, identified in 33% of the strains,
with t002 found in 12%. Regarding the predominant agr, agr group was type Il (30%) was
the most present, and in the same line, the typing of the capsular polysaccharide
determined that the prevalent capsular type was cap8 (82%), followed by cap5 (18 %).
However, molecular typing of SCCmec revealed that 5 strains initially classified as
hospital-associated MRSA were actually of community origin. In accordance with the
inclusion criteria, these strains were excluded from further study.

The strains showed a multiresistance profile, highlighting 98% resistance to antibiotics of
the MLSB group, more than 98% to quinolones, and 64% to gentamicin. No strains
resistant to cotrimoxazole, linezolid (LZD), vancomycin (VAN) or daptomycin (DAP) were
found. Concordantly, the strains presented a high prevalence of resistance genes to
different families of antibiotics, such as those encoding aminoglycoside-modifying
enzymes: aac(6')-le-aph(2")-la (82%), aad(6) and ant(6)-la (64%), aadD (16%), aadE
(7%), ant(9)-la (98%), ant(4')-lb (16%), sat4 (40%), aph(3)-llla (64%), methylase
enzymes: ermA (98%), ermC (4%), beta-lactamase: blaZz (82%), rifampin
phosphotransferase: rphB (91%), and dihydrofolate reductase: dfrC (1%). In addition, all
the strains presented the genes fosB (resistance to fosfomycin), norA, mgrA, mepA,
mepR, sav1866 (resistance to fluoroquinolones), tet38 (resistance to tetracyclines) and
the 2-component regulatory system arIRS.

Regarding the characterization of genes that encode virulence factors involved in the

formation of biofilms, 98% of the strains presented the fnbA gene and 26% the fnbB gene
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(encoding fibronectin binding proteins A and B, respectively); 98% the icaABCDR operon;
80% hly/hla and all carried the hlb and hld genes, encoding hemolysins b and d,
respectively. The presence of bap gene, or pmsA and pmsB operons was not detected
in any of the 45 strains tested. Over 85% of the strains presented other virulence genes
associated with adhesion, production of exoenzymes, toxins, enterotoxins, and iron
uptake.

The genetic relationship studies showed the presence of 5 clades, highlighting the main
clade with strains carrying SCCmec | distributed in the south-central zone of Chile
between 2012 and 2017.

The biofilm formation studies indicated that only 73% of the strains were biofilm
producers, and that 55% and 18% of the total showed a weak (DFBP) and moderate
(MFBP) index of biofilm formation, respectively. One of each phenotype was selected
from these strains and biofilm formation and eradication assays were performed in the
presence of VAN, DAP, LZD and B-CLA separately, and in combination with the latter.
The MEC analyzes indicated that the non-biofilm-forming strain showed an increase in
live biomass of the mature biofilm at sub-MIC concentrations of VAN, DAP and 3-CLA,
and a decrease compared to LZD. Strains with NFBP and MFBP phenotypes showed an
increase in the red spectrum reading when exposed to sub-CMI concentrations of LZD,
and of the combinations LZD + B-CLA, VAN + B-CLA and DAP + B-CLA (p = 0.019) and
sub-MIC of VAN, DAP, B-CLA, LZD + 3-CLA, VAN + 3-CLA and DAP+ B-CLA (p=0.037),
respectively; which indicates that at these tested concentrations cell death is induced

within the biofilm, also allowing its disaggregation.Strains with DFBP phenotype did not
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show changes in biofilm production against the tested compounds. Virulence gene
expression assays did not yield conclusive results with the tested methodology.

The MRSA-HA strains referred to by the ISP of Chile analyzed in this thesis present
predominantly, at both the phenotypic and genotypic level, the classic profile of the
Chilean/Cordobes clone with a wide arsenal of virulence genes, mainly encoding
adhesion factors, exoenzymes, toxins and hemolysins.

On the other hand, the use of sub-CMI 3-CLA, VAN and DAP contribute to the formation
of biofilms in a strain with a non-biofilm-producing phenotype. The use of combinations
at sub-MIC concentrations of 1 pg/mL LZD, and of combinations of 1 pg/mL LZD +16
pg/mL B-CLA, 0.5 ug/mL NPV + 16 pg/mL B-CLA and 0.125 pg/mL of DAP + 16 pug/mL

B-CLA, cause a decrease in the formation of this biofilm, favoring its eradication.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

Staphylococcus aureus es un importante patdgeno que coloniza el epitelio de las narinas
anteriores y superficies mucosas en humano ! y animales ?, y es reconocido como el
principal agente causal de infecciones de piel y partes blandas. También es implicado
como agente etioldgico en infecciones cardiovasculares y osteoarticulares, neumonias,
infecciones asociadas a cuerpos extrafios, sepsis y hasta toxemia severa, incluyendo el
sindrome del shock toxico 3# y, también, mastitis en el ganado °. Antes del inicio de la
era antibidtica, la mortalidad por bacteriemia estafilocécica era sobre el 80%, por lo que
el descubrimiento de la penicilina signific6 un importante avance en la medicina ©. En
1942, tan so6lo 2 afios después de la introduccién de la penicilina G, se documentaron los
primeros casos de cepas resistentes a este farmaco /, mediada por la inactivacion de la
molécula por una B-lactamasa/penicilinasa 8. En 1959 se introdujo al mercado la
meticilina, B-lactAmico semisintético resistente a la accion de la penicilinasa descrita
hasta entonces, debido a la estructura diferente de este nuevo antibiotico. Sin embargo,
durante la década de 1960 se informan los primeros aislados resistentes a meticilina en
el Reino Unido, y posteriormente en el resto del mundo, aln en paises en los cuales este
medicamento no estaba disponible; marcando el inicio de la era del S. aureus resistente
a meticilina (SAMR) °. A diferencia de la resistencia a penicilina, ésta se genera por la
sintesis de una PBP adicional con baja afinidad por los B-lactdmicos, denominada PBP2a
(figura 1a, 1b), codificada por el gen mecA (figura 1c), ubicado en un elemento genético
movil llamado SCCmec (Staphylococcal Cassette Chromosome mec), y de los cuales a

la fecha se han descrito 14 variantes 1 (tipos), con algunos subtipos (figura 2).
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Figura 1: Estructura de la proteina de union a penicilina 2a (PBP2a) de Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina (MRSA). (a) Vista de un monémero de PBP2a. La serina del sitio activo
(posicién 403) se muestra como esferas azules. El sitio alostérico se denota por el resaltado de
dos de los residuos que son importantes en su interaccion con ceftarolina: Y105 (esferas verdes)
e Y297 (esferas amarillas). (b) Vista de topologia de superficie de la misma molécula. Ambas
estructuras estan coloreadas segun la estructura secundaria: hélice, rojo; hoja, amarillo; lazo,
verde. Figura generada a partir del codigo 1VQQ de Protein Data Bank usando PYMOL. (c):
Regulacion de la resistencia a meticilina. En ausencia del antimicrobiano, Mecl actia como
represor del complejo de genes mec tras unirse en forma de homodimero a la region operadora.
En presencia del B-lactdmico, éste se une al dominio PBP de MecR1 el que se activa y gatilla la
ruptura de Mecl, liberando la represion y permitiendo de esta forma la expresion de los genes del
complejo mec. (Tomados de: Peacock & Paterson Annu. Rev Biochem. 2015; 84:577-601;
Aguayo y cols. Rev Chilena Infectol. 2018; 35:7-14.)
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Figura 2: Comparacion esquematica de los actuales tipos de SCCmec. (Tomado de Yuki
Uehara, 2022. Antibiotics (Basel) 2022 Jan 11;11(1):86.)
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Tabla 1: Composicién de los actuales tipos de SCCmec*

SCCmec complejo ccr complejo mec
| (1B) 1 (A1B1) B
Il (2A) 2 (A2B2) A
I (3A) 3 (A3B3) A
IV (2B) 2 (A2B2) B
V (5C2) 5 (C1) C2
VI (4B) 4 (A4B4) B
VIl (5C1) 5 (C1) Cc1
VIl (4A) 4 (A4B4) A
IX (1C2) 1 (A1B1) c2
X (7C1) 7 (A1B6) C1
XI (8E) 8 (A1B3) E
XIl (9C2) 9 (C2) C2
Xl (9A) 9 (C2) A
XIV (5A) 5 (C1) A

*Modificado de Yuki Uehara, 2022. Antibiotics (Basel) 2022 Jan 11;11(1):86.
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Aunque inicialmente SARM era un patégeno asociado a infecciones hospitalarias (health-
care-associated MRSA, HA-MRSA), éste evolucion6 rapidamente y desde la década de
1990 se informa la aparicion de SAMR en infecciones asociadas a la comunidad
(community-associated MRSA, CA-MRSA) °. Recientemente, ademas se ha informado
la aparicion de cepas que pueden colonizar e infectar una amplia gama de hospederos
animales, incluyendo ganado, silvestres y de compafia, lo que no sélo tiene importancia
desde el punto de vista del bienestar animal y el impacto econémico, sino que también
epidemioldgico, ya que ellos pueden actuar como reservorio de infecciones zoonéticas
11 En particular, el complejo clonal (CC) CC398 es abundante en cerdos y otros animales
en Europa continental, y la infeccién de humanos que han tenido contacto directo con
estos animales ha llevado al reconocimiento de una tercera ola epidemioldgica de SARM,
en este caso asociado a ganado (Livestock-associated MRSA, LA-MRSA) 2. Las cepas
SARM-AH son portadoras principalmente del elemento genético SCCmec |, Il o lll, a
diferencia de las cepas SARM-AC, asociadas alos SCCmec tipo IV o Vy a la presencia
del gen pvl, que codifica la leucocidina de Panton-Valentine (PVL), un factor de virulencia
frecuente en infecciones necrotizantes de piel y tejidos blandos. Otra diferencia notable
entre los tipos de SCCmec, es la portacion de diferentes genes de resistencia, asi los
SCCmec |, Il y lll albergan genes de resistencia a varias familias de antibiéticos, tales
como macrolidos,lincosamidas, estreptograminas y aminoglucoésidos; mientras que el
elemento SCCmec IV por lo general s6lo portan el gen mecA, y codifica clasicamente

resistencia solo a B-lactamicos .
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En los dltimos afios, SARM ha demostrado un incremento en las infecciones asociadas
a biopeliculas bacterianas, en infecciones asociadas a la atencién en salud (IAAS) 1415,
Un area de preocupacion principal con las infecciones por biopeliculas de SARM es el
rapido aumento de infecciones relacionadas con en el uso de implantes y proétesis
médicas 7. El aumento de la esperanza de vida promedio también se correlaciona con
un aumento en la poblacion de personas de edad avanzada que requieren tales protesis,

lo que hace que el SARM sea una preocupacion particular 1618,

Las infecciones por SARM conducen a un aumento en los dias de hospitalizacion del
paciente y en las tasas de mortalidad hospitalaria generando un fuerte impacto
econdmico en el sistema de salud, lo que se ha estimado en aproximadamente US$ 450
millones en EE.UU., en la ultima década 1°2°, En el caso de las infecciones de prétesis
articulares, las cuales son menos frecuentes en paises desarrollados (< 2% vs lo
informado en Chile de 2,5-3,5%) 2%, representan un alto costo e impacto econémico, tanto
para los pacientes como para el sistema de salud. Si bien, el aseo quirdrgico y el
tratamiento antibiotico via sistémica con conservacion del implante es la recomendacion
estandar, generalmente es necesario remover la proétesis 2223, En EE.UU., se proyecta
gue el costo asociado a las infecciones de implantes ortopédicos excedera US$ 1,6
billones en el afio 2020 24, mientras que en Chile, el aumento del costo promedio en un
paciente con complicacion infecciosa aumenta de US$2.354 a US$6.174, ademas de un
aumento en las secuelas graves y letalidad de la infeccion de 46,2 y 15,4%,
respectivamente; siendo S. aureus uno de los principales agentes etiol6gicos en este tipo

de infecciones 25,
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Las heridas crénicas constituyen otro grupo de infecciones asociadas a la formacién de
biopeliculas de SARM. Estas incluyen heridas asociadas con el sitio quirdrgico, heridas
traumaticas, Ulceras del pie diabético, Ulceras por presion y Ulceras venosas del pie.
Estas heridas a menudo se asocian con infecciones bacterianas, las que se presentan
con frecuencia como biopeliculas 26?7, Dado que S. aureus se encuentra frecuentemente
colonizando la superficie de la piel y en las narinas anteriores, no es sorprendente que
sea el patdgeno mas comun asociado a este tipo de infecciones (93,5% de las Ulceras)
tanto en Europa, Estados Unidos y Chile. Ademas, entre el 20 y 50% de las infecciones
de la herida se deben a SARM, conviertiendolas en un problema evidente tanto en la

atencion de pacientes hospitalizados como en las clinicas de heridas 28-3°,

Por otra parte, S. aureus es una causa importante de endocarditis infecciosa, con una
prevalencia de 40 a 50% en los Estados Unidos, 28% en Europa, 17% en América del
Sur y 25% en Chile 332, Los pacientes con lesiones mecanicas o valvulas cardiacas
inflamadas son particularmente susceptibles a la endocarditis asociada a biopeliculas de
S. aureus. Las valvulas lesionadas proporcionan una superficie para la union y la
formacién de biopeliculas, asi como la infeccion intracelular del endotelio inflamado, lo
gue induce una mayor destruccion del tejido, mayor turbulencia y sedimentacion de
factores de coagulacién 3. La biopelicula de S. aureus puede replicarse en el endotelio
valvular dafiado y diseminarse (embolizacién) para causar una enfermedad sistémica,3!
lo que resulta en complicaciones como insuficiencia cardiaca congestiva, sepsis,
bacteriemia persistente y formacion de abscesos intracardiacos, que contribuyen a tasa

mas alta de mortalidad hospitalaria en estos pacientes 33.
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Factores de virulencia en S. aureus

Las distintas infecciones causadas por S. aureus estan relacionadas a factores de
virulencia que le permiten adherirse a la superficie, invadir y evitar el sistema inmune,
causando efectos toxicos, dafio tisular y enfermedad distal 34,

La expresion de los genes que codifican éstos y otros factores de virulencia es regulada
mediante el locus agr (del inglés accessory gene regulator), mediante mecanismos de
guorum-sensing (figura 3). Este locus ejerce una regulacion negativa sobre las moléculas
de adhesinas en la etapa de colonizacion del hospedero durante la fase estacionaria; sin
embargo, en etapa de creCMliento postexponencial cuando se alcanza una alta carga
del péptido autoinductor (proteina AgrD), activa la molécula efectora (RNAIII) de este
sistema que actla a nivel transcripcional inhibiendo la expresién de proteinas de
adhesion, activando la expresion de toxinas y enzimas extracelulares (a-p hemolisinas,
lipasas, proteasas, etc), factores de virulencia relacionados con la adquisicion de

nutrientes, la supervivencia y la diseminaciéon bacteriana 36-40
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Factores de adherencia en S. aureus

El proceso de colonizacién del hospedero se inicia con la adhesion de S.aureus, lo cual
es mediado por proteinas ancladas covalentemente a la pared de peptidoglican y que se
unen especificamente a los componentes de plasma o matriz extracelular (MEC) y que
colectivamente se denominan “componentes de la superficie microbiana que reconoce
moléculas de matriz adhesiva” (MSCRAMM, por sus siglas en inglés) 3443, Las
MSCRAMMSs reconocen e interactuan con los componentes de la MEC, y moléculas del
plasma sanguineo, como el fibrindgeno, la fibronectina y el colageno 344446,y dentro de
estas moléculas se encuentra la proteina estafilocécica A (SpA), las proteinas de union
a fibronectina A 'y B (FnbpA y FnbpB), la proteina de unién al colageno y las proteinas

del factor aglutinante (CIf) Ay B (figura 4) 3447,

Proteinas de unién a fibronectina Ay B

El proceso de adhesién a la célula hospedera estd mediado principalmente por la
formacion de un puente de fibronectina (Fn), entre la integrina a5p1, por el lado de la
célula hospedera, y la proteina de unién a fibronectina (FnBP) por parte de S. aureus -
51, Este paso es un requisito para el estableCMliento de la colonizacién, infeccién y
evasion de la respuesta inmune mediante la internalizacion en las células fagociticas no
profesionales; lo cual ha sido corroborado mediante ensayos con una mutante isogénica
de S. aureus NCTC 8325-4 defectuosa en la expresion de FnBP, las cuales no puede
invadir las células fagociticas no profesionales (NPPC) 0. Experimentos in vivo

demuestran que la eliminacién de las FnBPs atenua fuertemente la capacidad de S.
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aureus para colonizar y multiplicarse a nivel renal, y para causar sepsis fatal en ratones.

Aungue FnbpA contribuye mas a estos efectos antes mencionados que FnbpB, ambas

FnBP parecen necesarias para el desarrollo de infecciones graves, lo que sugiere que la

cooperacién entre ambas isoformas puede ser necesaria para una fuerte adhesion

celular, o para activar de manera eficiente la via de internalizacion in vivo 5 y contribuir

a la adherencia de las células de S. aureus a los codgulos de plasma y al biomaterial ex

vivo que ha estado en contacto a largo plazo con el hospedero; por lo tanto, son factores

importantes que contribuyen al inicio de la infeccion por cuerpos extrafios 5354,
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Figura 4: Factores de virulencia de S. aureus. Tomado de Zeconi & Scali 2013. Immunol
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Produccion de biopeliculas en SARM

Una biopelicula corresponde a un consorcio estructurado de células bacterianas que
estan inmersas en una matriz polimérica que consiste en moléculas de polisacaridos,
proteinas, ADN extracelular (eADN), lipidos y otras macromoléculas; mediante la cual, la
bacteria tiene capacidad para adherirse a superficies inertes o vivas y constituye un modo
de crecimiento protegido que permite la supervivencia en un ambiente hostil . Las
biopeliculas son ademéas un medio de evasion frente a la accién del sistema inmune del
hospedero, debido a que son intrinsecamente tolerantes a la accion de mecanismos de
defensa como la fagocitosis mediada por neutréfilos, ademas de otros componentes del
sistema inmune innato y adaptativo, antibiéticos y desinfectantes. Por su parte, las
biopeliculas estafilococicas son la causa de muchas infecciones bacterianas persistentes
y/o crénicas en humanos y animales °°. Debido a esto, se torna alarmante la frecuencia
en que las bacterias que, normalmente presentan susceptibilidad a los antibiéticos,
tienden a desarrollar sus ciclos de vida inmersas en una biopelicula como una estrategia

de vida constante (figura 5) >>°7,
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La formacion de una biopelicula comienza con la etapa de adhesién, la que implica una
interaccion inicial de una célula planctonica que se une reversiblemente a la superficie,
y al no producirse la disociacion de la superficie, se unira irreversiblemente a ésta.
Posteriormente, un grupo de proteinas de superficie, particularmente las de tipo
MSCRAMM %8 se unen a la matriz organica e inorganica de manera irreversible. Este
proceso se ve afectado por factores como carga de la superficie, hidrofobicidad,
topografia y tiempo de exposicion %°.0Otro factor importante en esta etapa es el
polisacarido capsular (PC), que ademas de facilitar la adhesién al hospedero, en conjunto
con las moléculas adhesinas mediante el desarrollo de biopeliculas, tiene actividad
antifagocitaria. El PC es un componente de la pared celular bacteriana, producido por la
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mayoria de las cepas clinicas de S. aureus ° estd compuesto por unidades repetidas de
trisacaridos de acido D-N-acetil mannosaminuronico (ManNAcA), I-N-acetil fucosamina
(I-FucNAc), and D-N-acetil fucosamina (D-FucNAc), los cuales difieren solo en los
enlaces glucosidicos entre los azlcares y los sitios de O-acetilacion 1. La biosintesis del
PC es llevada a cabo por los 16 genes presentes en el operon capA-P y que codifican
las proteinas involucradas en la sintesis, la O-acetilacién, el transporte y la regulacién de
los PCs, de los cuales, los 12 genes de la regién flanqueante de este operdn son
componen la regidbn comun entre los operones cap5 y cap863. La region central de
ambos operones, capHIJK, comparten un muy pequefio porcentaje de homologia entre

si, y son los que le entregan la especificidad a cada tipo de PC ©2,

Una vez estabilizada la adhesién a la matriz comienza la segunda etapa, denominada
fase de agregacion o acumulacion. Esta etapa se caracteriza por la proliferacion celular
en multicapas, la adhesion célula a célula y finalmente la formacion de microcolonias de
una o mas especies bacterianas °6. Estas estructuras son rodeadas por una matriz de
polisacarido extracelular, donde tienen un rol crucial el polisacarido de adhesion
intercelular PNAG/PIA, eADN, y la proteina asociada a la acumulacion, SasG %395, Sin
embargo, y a pesar de ser una etapa multifactorial, se describe que el polisacarido de
adhesion intercelular (PIA) es el principal determinante de la fase de acumulacion de la
formacion de la biopelicula estafilocdcica. La produccion de PIA, también denominado
slime, estd mediada por el operon icaADBC, y todas las cepas que albergan este
elemento genético son potenciales productores de biopelicula 6667, Ademas, se han

identificado otras proteinas en la formacion de biopeliculas, tales como la proteina
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asociada a biopeliculas (Bap, por sus siglas en inglés), la cual esta codificada por el gen
bap %. Cucarella y cols. (2001) demostraron que, a diferencia de otras especies
bacterianas, en S. aureus Bap esta involucrada en la unién primaria al sustrato inerte en
la formacién de la biopelicula ®° y en la agregacion de célula a célula junto con PIA 'y, por
lo tanto, en la maduracion de la biopelicula; y algunos estudios indican que cepas bap*,
son fuertes productores de biopelicula, incluso en ausencia del operon icaADBC (figura

6) 7°.

La etapa siguiente, o etapa lll, es la maduracion de la biopelicula y es en esta fase en la
cual cambios fisioldgicos en la bacteria y en la matriz de polisacaridos son regulados por
el locus agr mediante el sistema de deteccién de quorum sensing, y es entonces cuando
la comunidad microbiana asume la forma sésil, la cual se vuelve mas resistentes a la
accion de desinfectantes y antimicrobianos 6. La etapa de desagregacion es el paso final
del ciclo de formacion de biopeliculas, y en ésta, grandes segmentos de la biopelicula se
desagregan de la superficie en formas plancténicas, las cuales se liberan y se dispersan
para causar una mayor invasion, ya sea a nivel local o de sitios distantes, iniciando asi
un ciclo completamente nuevo. Esta fase estda mediada por proteasas, modulinas
solubles en fenol, las fuerzas de arrastre o erosivas, y es, ademas, regulada por el

sistema agr.
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Figura 6: Estructura del sistema (a) y operon (b) icaADBC. Tomado de Otto. Nat Rev
Microbiol. 2009 Aug; 7(8): 555-567.

Otro tipo de moléculas involucradas en la formacion de biopeliculas de S. aureus son las
modulinas solubles en fenol (del inglés Phenol-soluble modulins, PSM). Las PSM son
una familia de péptidos alfa helicoidales anfipaticos de 20-40 aminoécidos, descubiertos
en 1999 por Klebanoff y col 7%, quienes detectaron péptidos con propiedades
inmunomoduladoras en S. epidermidis, al realizar la extraccion con fenol caliente, a las
cuales denominaron complejo pro inflamatorio de tres péptidos '*. En S. aureus se han
descrito las PSM de tipo PSMa, PSMB y la & toxina, las cuales se encuentran codificadas
en 3 diferentes loci del genoma 2. PSMa1-PSMa4 estan codificados en el operon psma;
PSMB1 y PSMB2 en el operén psmf y &-toxina dentro de la secuencia de codificacion
para RNAIII, la cual es la molécula efectora de ARN del sistema de deteccion de quorum
sensing del locus agr . El rol de las PSM en la formacion de biopeliculas se debe

principalmente a las propiedades caracteristicas de tipo surfactante, de acuerdo a su
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naturaleza anfipatica; lo cual se refleja en la tendencia a agregarse en oligbmeros, y en
su capacidad para facilitar la dispersion en superficies o para estructurar biopeliculas 7>,
Estas caracteristicas probablemente tienen, ademés, un rol adicional promoviendo la
colonizacion de la piel y emulsionando nutrientes en el medio, lo que podria constituir el
proposito "original” de los PSM antes de que algunos evolucionaran para cumplir

funciones en la patogénesis (por ejemplo, al alterar los fagocitos primitivos) 6.

Ademas, las PSM tienen la capacidad de lisar células eucariotas de manera
independiente del receptor, por lo que se dirige a casi todas las membranas
citoplasmaticas eucariotas y distingue a las PSM de otras toxinas citoliticas de S. aureus,
como la toxina a o las leucocidinas de dos componentes, que son altamente especificas
para un tipo de célula particular y especie hospedera, e incluso se han descrito algunas
PSM con actividad antibacteriana; en particular contra estreptococos ’"’8. Las PSM
también afectan el sistema inmune adaptativo al inducir un fenotipo tolerogénico en las
células dendriticas e inhibir la diferenciacion celular de los linfocitos T helper 1; ademas
de activar el receptor N -formil-péptido 2 (FPR2); lo que conduce a la activacion de

neutréfilos, la liberacién de citocina y quimiotaxis 7°.
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Antibiéticos utilizados en el tratamiento de SARM

Desde el inicio de la era antibiética S. aureus ha demostrado una gran versatilidad para
el rapido desarrollo de resistencia a los antibidticos, lo que se ve agravado, en las
infecciones en las cuales esta bacteria forma biopeliculas. Ensayos in vitro han
comprobado el aumento de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de los
antibiéticos en comparacién con las bacterias isogénicas plancténicas &°. Vancomicina
(VAN), por ejemplo, es el antibidtico de eleccion para infecciones asociadas a
biopeliculas de SARM 81; sin embargo, se recomienda un uso cauteloso para evitar la
seleccién de cepas resistentes o con resistencia intermedia. En presencia de una
biopelicula, la CMI se ve aumentada en 10 veces en comparacion a las células
plnacténicas (CMI ~ 2 ug/ml para células plancténicas a ~ 20 pug/ml para biopelicula) 82.
En tales casos se requiere usar una combinacion de VAN con otros antibidticos, tales
como linezolid (LZD), tigeciclina (TGC) o rifampicina (RIF) para prevenir falla terapéutica,
las cuales alin no encuentran un total consenso 8%:83-85 Ademas, la combinacién de VAN
con RIF ha mostrado resultados contradictorios, y los diversos estudios que avalan esta
combinacién contra S. aureus susceptible a meticilina (SASM), no respaldan la

efectividad contra SARM 838687

Por otra parte, daptomicina (DAP), es un antibiético utilizado para tratar infecciones por
S. aureus que no responden a VAN. Este lipopéptido ciclico interrumpe la membrana
citoplasmica mediante la formacion de canales i6nicos dependientes de calcio,
conduciendo a una rapida despolarizacién de la membrana citoplasmatica y la salida de

potasio, lo cual conduce al cese de la sintesis de ADN, ARN y proteinas 8. Smith y cols,
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2005 8, en un estudio comparativo de DAP con otros cuatro antibiéticos (LZD,
clindamicina, VAN, TGC), demostraron que DAP es el tratamiento mas efectivo para
eliminar una biopelicula S. aureus; sin embargo, una pequefia poblacion de bacterias de
la biopelicula se mantuvo tolerante al efecto del antibi6tico. Se debe enfatizar que DAP
ha mostrado resultados ambiguos cuando se utiliza en combinacion con otros antibiéticos
8690 pero debido a que su mecanismo de accidn no requiere células bacterianas en activo
creCMliento, una combinacién con el antimicrobiano apropiado proporciona una mayor
eficacia. Ademas, LZD también forma parte del arsenal terapéutico anti-SARM, y
corresponde a una oxazolidinona que inhibe el inicio de la sintesis proteica, evitando la
formacion del complejo de iniciacién al unirse al ARNr 23S de la subunidad ribosémica

508 °.

Ademas del efecto antibacteriano de los antibioticos, los antibioticos pueden presentar
algunos otros efectos no-antibacterianos. Asi, se ha comprobado el efecto en la
modulacién de la sintesis de factores de virulencia, por ejemplo, LZD a concentraciones
subinhibitorias (sub-CMI) produce una reduccion en la sintesis de: PSMal-4 2, toxina ¢
% a-toxina °+%, toxina del sindrome de shock toxico % y proteina SpA °97. No obstante,
existe evidencia que respalda la generacién de un fenotipo hiperadhesivo, debido a que
estimula el incremento en los niveles de Fnbp A/B ®8. Por otra parte, existen estudios que
correlacionan VAN (1/2 CMI) con un incremento en la expresion del gen spa, lo cual
conduce a la produccion de 4 veces mas de proteina SpA, induciendo con esto la

formacién de biopelicula de SARM %°.
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Hallazgos recientes 1%, informan que sub-CMI de ceftarolina (CPT) mejoran adhesién y
la formacion de biopelicula en SARM, principalmente mediante la induccion de la
sobrexpresién de algunos genes, como, por ejemplo, los del operdon icaADBC. Sin
embargo, CPT a 1 X CMI demostré incluso ser capaz de erradicar una biopelicula
madura. Por lo tanto, se destaca la importancia de mantener concentraciones
bactericidas efectivas de CPT y otros antibiéticos para combatir las infecciones
relacionadas con biopeliculas de SARM 1%, Esto da cuenta que una inadecuada
concentracion de antibidtico, por un error en el calculo de la dosis, podria tener efectos
colaterales en el tratamiento con estos farmacos que van mas alld de su efecto
bactericida o bacteriostatico. En casos como el de CPTy VAN, los fenotipos relacionados
con el aumento en la formacién de biopelicula fueron dependiente de la cepay el ST, lo
gue nos insta a generar esfuerzos por conocer la epidemiologia de cepas circulantes en

Chile.

Teniendo en cuenta el actual escenario, se ha sugerido que el uso de agentes de
dispersion en combinacion con antibioticos, podria ser una estrategia terapéutica eficaz
para tratar infecciones asociadas a biopeliculas, desagregando la biopelicula y
restaurando funcionalmente la susceptibilidad a los antimicrobianos en las células
planctonicas. Para esto se ha evaluado la actividad de algunos aminoacidos,
principalmente D-aminoacidos (D-aés), en combinacion con antibidticos. La contribucion
de los D-aas en la dispersion de biopeliculas, ha mostrado mejoras en la actividad
bactericida de los antibiéticos en cepas productoras de biopeliculas in vitro. La principal

ventaja es que, a diferencia de otros agentes de dispersion de biopeliculas, los D-aas
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actuan interfiriendo mas de un proceso esencial para el desarrollo de ellas. Las
actividades dispersivas de los D-ads se han atribuido a mdultiples mecanismos, que
incluyen inhibiciéon del creCMliento bacteriano y expresion de genes implicados en la
produccion de la matriz extracelular de la biopelicula °, disminucién de la expresion de
la superficie de las fibras amiloides involucradas en la formacion de biopeliculas,
mediante la incorporacién de D-ads en la pared celular bacteriana 2, e inclusive,
actividad dispersiva sobre biopeliculas de Bacillus subtilis, S. aureus y Pseudomonas
aeruginosa in vitro 103194y sobre biopeliculas de S. aureus en un modelo in vivo de injerto

6seo modificado 1,

No obstante lo descrito anteriormente, muy poco se ha estudiado sobre el efecto de L-
aminoacidos (L-ads) o analogos de éstos sobre las biopeliculas bacterianas. Uno de
estos compuestos es el B-cloro-L-alanina (B-CLA), un analogo aminoacidico, que ha
demostrado ser un potente inhibidor del creCMliento bacteriano. Stuart y col., ya en el
ano 1971 informan la actividad bacteriostatica de -CLA sobre Salmonella Typhimurium,
mediante la inhibicién de las enzimas treonina desaminasa y la transaminasa B 1%,
Ademas, en 1974 Manning y cols demostraron que este compuesto inhibe el crecimiento
de Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Bacillus subtilis y Escherichia
coli 17, El B-CLA actla inhibiendo las enzimas alanina valina transaminasa C (MurC) 18,
implicada en la etapa citoplasmética de la sintesis del precursor del peptidoglican,
UDP- N- acetilmuramil pentapéptido, componente principal de la pared bacteriana ' y
la alanina racemasa (Alr) o L-alanina racemasa, responsable de la racemisacion del

sustrato L-alanina en D-alanina, constituyente esencial del peptidogilican, por lo que
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estas enzimas son imprescindibles para la suprevivencia bacteriana °, Ademas, un
estudio reveld que el uso de B-CLA restaura la susceptibilidad a los antibioticos
betalactamicos de cepas de SARM L. En estos mismos trabajos se informé mortalidad
de ratones tratados intraperitonealmente con B-CLA, pero los autores sefialan no tener
conoCMliento si el compuesto exhibié toxicidad acumulativa o si se produjeron productos
de degradacion toxica al almacenar la solucion del compuesto, por lo que concluyeron
que el B-CLA es poco especifico en su espectro de reactividad y probablemente
conduzca a la pérdida de viabilidad no solo de células bacterianas, sino también de
mamiferos, mediante el bloqueo de la produccién de amino&cidos esenciales 1°7. Aln en
estudios recientes, el B-CLA sigue siendo denominado como un compuesto poco téxico,
asumiendo conclusiones que nunca fueron probadas por los autores en 1974 112, Sin
embargo, estos trabajos no reparan en las dosis utilizadas en los estudios in vivo con el
modelo murino, las cuales fueron 50 veces mas elevadas que las recomendadas para
este tipo de ensayos 3115 por lo que es importante analizar la real toxicidad de este
compuesto, a raiz del aporte que puede resultar para el tratamiento en infecciones por
biopeliculas de SARM. Estudios recientes han comprobado que alanina-glioxilato
aminotransferasa es capaz de catalizar la eliminacién alfa, beta del B-CLA 1. Contrario
a lo que se especulaba en estudios anteriores, Beuster y col. 2011; descartan el efecto
inhibitorio del B-CLA sobre la actividad de la enzima aspartato aminotransferasa e
informan un efecto inhibidor del crecimiento celular dependiente de la malignidad, en un

modelo de células de fibroblastos 117.
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Recientemente, se ensayo el efecto de 3-CLA y fosfomicina (FOS) en un modelo in vitro
de formacion de biopelicula de SARM, donde la combinacion de estas moléculas
demostré un importante efecto sinérgico 118.Sin embargo, se desconoce el efecto de ésta
y otras combinaciones de antibiéticos de importancia clinica en SARM como LZD, VAN
y DAP con 3-CLA; en la formacién y erradicacion de biopeliculas establecidas. Tampoco
se ha estudiado el efecto de estas combinaciones en la expresion de genes que codifican
factores de virulencia involucrados en la sintesis de biopeliculas en SARM, lo que se
suma al escaso trabajo realizado en la caracterizacion molecular de este patdégeno en
Chile.

En base a todos estos antecedentes discutidos, esta tesis pretende resolver las

siguientes interrogantes:

» ¢El uso de sub-CMI de antibioticos de uso clinico favorece la seleccion de fenotipos

productores de biopeliculas en SARM?

» ;Puede el uso de antibidticos de uso clinico en combinacién con B-cloro-L-alanina

contribuir a la erradicacion de biopeliculas de SARM?
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CAPITULO II: PREGUNTAS DE INVESTIGACION, HIPOTESIS, OBJETIVO
GENERAL Y OBJETIVOS ESPECIFICOS

Teniendo en cuenta el actual escenario de falta de conocimiento acerca de las
caracteristicas moleculares de los clones de SARM circulantes en nuestro pais, la
escasez en el arsenal de antibiéticos, para tratar las infecciones que ellos producen, y el
problema que supone la falta de una alternativa real de tratamiento efectivo frente a
infecciones mediadas por biopeliculas producidas por SARM; es que este trabajo, con

base en la literatura citada, plantea las siguientes hipétesis:

Hipotesis

1. Concentraciones sub-CMI de antibi6ticos utilizados en el tratamiento de infecciones
por SARM, estimula la aparicion de un fenotipo hiper-adhesivo que favorece el

establecimiento de una biopelicula de SARM.

2. La combinacion de B-cloro-L-alanina con antibidticos de uso habitual en el tratamiento
de infecciones por SARM, disminuye la expresion de genes que codifican factores de
virulencia implicados en la formacion de biopeliculas de esta bacteria, favoreciendo

su erradicacion.

46



Objetivo general

Determinar el efecto individual de antibiéticos de uso habitual en el tratamiento de
infecciones por SARM y en combinacion con 3-cloro-L-alanina, en la expresion de genes
de virulencia que contribuyen a la formacion de biopeliculas; y el efecto de estos
compuestos en la formacién y erradicacion de biopeliculas de cepas de SARM aisladas

en hospitales de la zona centro-sur de Chile.

Objetivos especificos

1. Caracterizar las cepas de SARM aisladas en hospitales de Chile, en funcién de
sus perfiles de susceptibilidad a los antibioticos, factores de virulencia y relacion

genética.

2. Determinar el efecto de antibioticos, de uso habitual en el tratamiento de
infecciones producidas por SARM, individualmente y en combinacion con 3-cloro-
L-alanina en la formacion y erradicacion de biopeliculas producidas por cepas de

SARM.

3. Determinar el efecto en la expresion de genes de virulencia, asociados a la
sintesis de adhesinas y formacién de biopeliculas, de B-cloro-L-alanina en
combinaciéon con antibioticos de uso habitual en el tratamiento de infecciones

producidas por SAMR.
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CAPITULO Ill: METODOLOGIA

Cepas bacterianas.

Se trabajo con 50 cepas de SARM aisladas de muestras de sangre en hospitales de 11
ciudades de Chile (Tabla 3) y todas ellas presentan el fenotipo hospitalario, que se
caracteriza por perfiles de resistencia mas amplios que su contraparte comunitaria, y la
ausencia del gen pvl. Las cepas y la informacién de la presencia del gen pvl fueron
proporcionadas por el Instituto de Salud Publica de Chile (ISP, Chile) y se mantuvieron
almacenadas a -80°C en una mezcla de caldo tripticasa de soya (Oxoid) y glicerol
(Diprolab M.R.) 50% v/v en una proporcion a:b, en el biorrepositorio del Laboratorio de
Investigacion en Agentes Antibacterianos (LIAA-UdeC). Los aislados fueron recuperados
al momento de su utilizacion experimental en placas de agar sangre de cordero al 5%,

incubadas a 37°C por 24 h.

Confirmacion de las cepas.

Se confirm¢ la identificacién de las cepas como S. aureus mediante la deteccién de los
genes nuc, coag '%%29 El genotipo de meticilino resistente se confirmé mediante
deteccion de los genes mecC y mecA por PCR convencional, utilizando los partidores y

condiciones descritas en la literatura 21122,
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Estudios de susceptibilidad antimicrobiana

La confirmacion fenotipica de resistencia a meticilina realiz6 por cultivo en placa de agar
Mdueller-Hinton (Oxoid), utilizando un disco de cefoxitina (FOX) con una potencia de 30
ug a 35°C por 18-24 h 23, Adicionalmente, se evalué la actividad antibacteriana de
antibidticos de distintas familias, recomendados para tratar infecciones causadas por S.
aureus, como: eritromicina (ERY), clindamicina (CLI), sulfametoxazol-trimetoprim (SXT),
rifampicina (RIF), tetraciclina (TET) y fosofomicina (FOS). Los ensayos de
susceptibilidad se llevaron a cabo mediante el método de difusién en placa de agar
Mueller-Hinton, siguiendo las recomendaciones y puntos de corte para definir
susceptibilidad y resistencia propuestos por el CLSI 2018 23 utilizando como control la

cepa S. aureus ATCC® 25923 124125,

Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CMI)

Se determiné la CMI de los antibiéticos VAN, DAP, LZD y FOS mediante el método de
microdilucién en caldo Mueller-Hinton, siguiendo las recomendaciones y puntos de corte
propuestos por el CLSI 2018 123, Se utiliz6 como control la cepa S. aureus ATCC® 29213.

La CMI de B-CLA se determiné de acuerdo a lo descrito por Akbari-Ayezloy y col.118

49



Caracterizacion de las cepas.

En la tipificacion de las cepas se investigd mediante PCR convencional la presencia del
elemento SCCmec I-XI 122126 e] locus agr I-1V 127128 y |a confirmacion del gen pvl **°, de
acuerdo a las condiciones descritas en la literatura. Junto a esto, se detectd mediante
amplificacion por PCR convencional genes que codifican los factores de virulencia hla,
hib, fnbA, fnbB y los operones capl, cap2, cap5, cap8, agr, bap e icaABCD, de acuerdo
a las condiciones descritas en literatura citada en la tabla 1. Ademas, para la
caracterizacion se incluyeron ensayos de formacién y cuantificacion de biopeliculas y

estudios de relacion genética; descritos mas adelante en la metodologia.

En base a estos analisis, se confeccionaron perfiles de virulencia y se determinaron si
existe asociacion de estos perfiles entre grupos clonales, produccién de biopeliculas y
SCCmec de las cepas. Ademas, se utilizaron los analisis de relacion genética de las
cepas, presencia del operon icaADBC, el gen bap y la capacidad de formacion de
biopeliculas, como criterios de inclusion para el estudio del efecto de antibidticos en
combinacién con B-CLA en los ensayos de erradicacion de biopeliculas, ensayos de
expresion de genes de virulencia descritos mas adelante en la metodologia. Estos

criterios de inclusion se detallan en la figura 7:
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I 2° CRITERIO DE INCLUSION:DETECCION DEL GEN bap Y EL OPERON icaABCD |

SE DESCARTARON LAS CEPAS QUE NO PRESENTEN EL OPERON icaADBC vy el gen bap
7

I 3° CRITERIO DE INCLUSION:ENSAYOS DE FORMACION Y CUANTIFICACION DE BIOPELICULAS

SE INCLUYEN CEPAS CON TODAS LAS CLASIFICACIONES PRODUCTORAS DE BIOPELICULAS

Figura 7: Criterios de inclusién para eleccion de cepas para el estudio del efecto de

antibiéticos en combinacion con B-CLA.

Estudios de relacion genética.

Se utilizé la metodologia de macrorrestriccion con la enzima endonucleasa Smal y
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE, por sus siglas en inglés Pulsed-field gel
electrophoresis) basada en el protocolo del Centers for Disease Control and Prevention
(CDC, por sus siglas en inglés) de Canadéa para SARM, con las modificaciones descritas
por el ISP de Chile 130, Los fragmentos producidos se separaron en un gel de agarosa al
1% en bufer TBE 0,5X y 5 uL de GelRed™ Thermo Fisher Scientific, en el cual se
depositaron los plugs de agarosa digeridos. La PFGE se realiz6 en el equipo CHEF DR
Il (BioRad) y se utilizaron los parametros para la corrida electroforética indicados por el
ISP de Chile 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. Los productos de la macrorrestriccion
separados en la PFGE fueron visualizados y fotografiados en el fotodocumentador

UVIdoc HD5 (Uvitec, Cambridge). Se realiz6 un andlisis de las bandas de restriccion con
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el software BioNumerics v.6.611. El indice de similitud se calcul6 utilizando el coeficiente
DICE, una tolerancia de posicion de banda del 1 % y una optimizacion del 0,5 %. El
método del grupo de pares no ponderados con promedios aritméticos (UPGMA) se utiliz6
para construir un dendrograma, y los conglomerados se seleccionaron usando un corte

al 80 % 131,

Secuenciacién del genoma completo y analisis del genoma in silico

El ADN total para la secuenciacién del genoma completo (WGS, por sus siglas en inglés)
se extrajo con el kit de purificacion de ADN genémico Wizard™ (Promega, EE. UU.)
siguiendo el protocolo del fabricante.

Las bibliotecas de muestras se prepararon con el kit lllumina DNA Prep y los indices UDI
de 10 pb de IDT, y se secuenciaron en un Illumina NextSeq 2000, produciendo lecturas
de 2x151 pb. La demultiplexacion, el control de calidad y el recorte del adaptador se
realizaron con bcl-convert (v3.9.3) 132,

Los ensamblajes de novo se lograron utilizando los ensambladores Unicycler v0.4.8 y
SPades v3.15.4, segun las plataformas de secuenciacidon utilizadas. Los contigs
resultantes se visualizaron con Bandage v0.8.1, mientras que la anotacion genémica se
realiz6 con Prokka 133,

A partir del genoma ensamblado, se realiz6 la confirmacion de la especie, se identificaron
los loci tipo multilocus (MLST), spa type, se confirmo la tipificacion del tipo de SCCmec,
genes de resistencia a los antimicrobianos y genes de virulencia utilizando las siguientes
plataformas:

1. SpeciesFinder 2.0 (https://cge.food.dtu.dk/services/SpeciesFinder/)
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2. MLSTFinder 2.0 (https://cge.food.dtu.dk/services/MLST/)

3. SCCmecFinder 1.2 (https://cge.food.dtu.dk/services/SCCmecFinder/)

4. spaTyper 1.0 (https://cge.food.dtu.dk/services/spaTyper/)

5. ResFinder 4.1 (https://cge. food.dtu.dk/services/ResFinder)

6. VirulenceFinder 2.0 (https://cge.food.dtu.dk/services/VirulenceFinder/)

Ensayos de formacién y erradicacion de biopeliculas

Ensayos de adherencia.

Para evaluar la capacidad de adherencia de S. aureus se utilizo el método de placa de
microtitulacién utilizado por Stepanovic¢ y col. 2007 34 con modificaciones. Brevemente,
las placas de microtitulacion de 96 pocillos fueron pre-tratadas durante 18 a 20 h con 200
pL de plasma humano a 4°C, el cual fue posteriormente aspirado por medio de una pipeta
estéril. Una vez aspirado el plasma, se depositaron 200 pL de un cultivo de 18-24 h en
caldo tripticasa de soya (TSB) (Oxoid) ajustado a una turbidez de 1,0 McFarland.
Transcurrido el periodo de incubacion, se enjuagd cada pocillo 3 veces con 200 uL de
PBS estéril, se fijo la biopelicula con etanol al 100 % y se aspiré inmediatamente para su
secado en cadmara estéril con su tapa. Una vez seca, se realizé la etapa de tefiido con
200 pL de cristal violeta por 2 min, seguido de un aspirado con una pipeta estéril y una
elucién por 10 min con etanol al 100%. Finalizada la etapa de elucién, la solucion fue
depositada en una nueva placa para la lectura del resultado mediante un lector de placas
a una absorbancia de 595 nm (Asgs). La Asgs de los pocillos con TSB fue considerada

como control negativo de produccion de biopelicula. Los valores de 0,5 a una Asgs fueron
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considerados punto de corte y resultado positivo para la produccién de biopelicula, y la
formacion de biopelicula para cada aislamiento fue analizada y categorizada en funcién
de la absorbancia a los siguientes valores: fuerte formador de biopeliculas (FFBP) (Asgs>
2), mediano formador de biopeliculas (MFBP) (Asgs> 1 < 2), débil formador de

biopeliculas (DFBP) (Asgs> 0,5 < 1,), y no formador de biopeliculas (NFBP) (Asgs< 0,5)

135

Ensayos de formacion y erradicacion de biopeliculas en presencia de antibioticos
y B-CLA

Se realizaron de acuerdo a Hochbaum y cols 1% con algunas modificaciones. Se
cultivaron las cepas seleccionadas en placas de poliestireno de 6 pocillos de fondo plano,
con una lamina de acero inoxidable lisa de 18 mm de diametro inmersa en medio TSB
con y sin LZD, VAN, DAP y con estos mismos antibiéticos en combinacion con 3-CLA
durante 21 dias (figura 8). Posteriormente, las placas de acero inoxidable fueron lavadas
con agua desionizada estéril y las células adheridas se fijaron usando una solucién de
glutaraldehido al 5% durante 1 h con surfactina 0,05 M (Sigma-Aldrich), para luego ser

lavadas dos veces con PBS.
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*ATB: LZD 1ug/mL,VAN 0,5 pg/mL,DAP 0,125 pg/mL

Figura 8: Esquema de ensayos de formacion y erradicacion de biopeliculas en

presencia de antibidticos y 3-CLA (disefio propio).
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Analisis de microscopia confocal de la biopelicula en placa de acero inoxidable

Se utilizé el LIVE/DEAD® Baclight™ Bacterial Viability Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Esta kit funciona en mediante a 2 tinciones
en base a los colorantes SYTO®9 de color verde y yoduro de propidio, color rojo. SYTO®9
difunde a través de las membranas celulares bacterianas, indicando asi las bacterias
vivas, mientras que el yoduro de propidio sOlo es capaz de atravesar aquellas
membranas fragmentadas; lo cual se toma como indicador de células muertas.

Las muestras tratadas en los ensayos de formacion y erradicacién de biopeliculas en
presencia de antibidticos y B-CLA fueron tefidas con 500 uL del reactivo e incubadas en
oscuridad durante 10 min, envueltas en papel de aluminio. Las muestras fueron
analizadas en microscopio laser confocal espectral (LSM 780, ZEISS, Germany), de
acuerdo a lo descrito por SAnchez-Sanhueza y col.18. Este andlisis permite cuantificar

tanto el nimero de bacterias vivas/muertas, asi como el espesor de la biopelicula.

Ensayos de expresion de genes de virulencia.

Los efectos de sub-CMI de los antibiéticos LZD, VAN, DAP so6los y en combinacién con
B-CLA, en la expresion de los genes de virulencia hla, hlb, fnbA, fnbB y agr, psmA, psmB
e icaADBC se estudiaron mediante quantitative real-time PCR (gRT-PCR) con los
partidores especificados en la tabla 2. Los partidores utilizados y las condiciones de
extraccion del ARN desde la biopelicula se realizaron mediante lo descrito por Atshan y
col. 2013 '3, Brevemente, las células bacterianas adheridas en cada pocillo y placa de

metal, fueron sometidas a extraccion de ARN a las 6, 12, 24, 48 y 72 h y desde una
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biopelicula madura de 21 dias. El procedimiento de extraccién se realiz6 con TRIzol®
Max™ Bacterial RNA Isolation Kit (Ambion™) de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.

Andlisis estadisticos

Se utilizé la prueba de Kruskall-Wallis para evaluar diferencias en la formacién de
biopeliculas en los experimento de microscopia confocal, mediante el software IBM
SPSS Statistics version 23.0 (SPSS Inc. ®, Chicago, IL), estableciendo el nivel de

significancia estadistica en p < 0,05.
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Tabla 2: Partidores para deteccion de determinantes de virulencia y plasmido pUB110.

Partidor Tamafno
para Secuencia nucleotidica 5’23’ amplicén Referencia
genes (pb)
GCGGAGATCAAAGACAA
MbA | CCATCTATAGCTGTGTGG 1280 -
(5 | GGAGAAGGAATTAAGGCG 520 -
GCCGTCGCCTTGAGCGT
TCTATTACTGAGCCAGAA GTA CG
ACMEL | - CGTAACTTGCTAGAACGAGTA 733 =
ACME2 | TCAGCTGCTAACTTCTCAAGGTAAAG ot »
CATTTTGCGCAGGTGCTAAG
capl | AGGTCTGCTAATTAGTGCAA c50 -
GAACCCAGTACAGGTATCACCA
capz | AGCAATCTTCGGTTATTGCCGGTG . »
ATGACGGTAAGGCATCAAGGTCG
caps | ATGACGATGAGGATAGCG o61 -
CTCGGATAACACCTGTTGC
ATGACGATGAGGATAGCG
CaP8 | CACCTAACATAAGGCAAG 1148 “
omsa | CTTTCACATGGGTATCATTGCAGG 266 -
CAATAGCCATCGTTTTGTCCTCCT
psmp | TAATAATGACGGCGCAAAATTAGG »38 -
GCAACGATGTCTACGATACTTGTGC
bap CCCTATATCGAAGGTGTAGAATTGCAC 071 -
GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC
. CCTAACTAACGAAAGGTAG
ICAA | AAGATATAGCGATAAGTGC 1315 -
D AAACGTAAGAGAGGTGG 261 "
GGCAATATGATCAAGATAC
CAGGTCTCTTCAGATCTACG y
PUBLIO | s aGccATAAACACCAATAGCE 381 i
vican | GAGGTAAAGCCACGCACTC o1 -
CCTGTAACCGCACCAAGTTT
vicah | ACCCAACGCTAAAATCATCG 11 -
CGCAAAATGCCCATACTTTC
wnba | AAATTGGGAGCAGCATCAGT o1 N
GCAGCTGAATTCCCATTTTC
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ACGCTCAAGGCGACGGCAAAG 137

bB | AccTTCTGCATGACCTTCTGCACCT 197

vgyrg | GGTGGCGACTTTGATCTAGC 170 o8
TTATACAACGGTGGCTGTGC

*16S | GGGACCCGCACAAGCGGTGG 101 o

rRNA | GGGTTGCGCTCGTTGCGGGA

spsma | GTATCATCGCTGGCATCA 80 I
AAGACCTCCTTTGTTTGTTATG

wpsmp | TOGACTAGCAGAAGCAATC 100 I
TAGTAAACCCACACCGTTAG

*Partidores utilizados en experimentos de gRT-PCR.

Aspectos bioéticos y de bioseguridad

Para el desarrollo de los experimentos de esta tesis, se utilizo aislados clinicos de SARM
aislados en diferentes hospitales de Chile, clasificados con nivel de bioseguridad de tipo
2, los cuales fueron manejadas de acuerdo las recomendaciones descritas en la Guia de

Bioseguridad para Laboratorios Clinicos del Instituto de Salud Publica, de 2013 47,

En cuanto al tratamiento de los desechos, el Laboratorio de Investigacion en Agentes
Antibacterianos (LIAA-UdeC) del Departamento de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas se rige por los procedimientos establecidos por MAPTEL, de la
Universidad de Concepcion, y cuenta con instalaciones de un laboratorio BSL tipo 2
apropiadas para el manejo de los patégenos de este estudio. El LIAA, ademas, cuenta
con camaras de bioseguridad clase Il ThermoScientific®, autoclaves, acceso restringido

y espacios delimitados para minimizar el riesgo de infeccion.
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Para fines de evaluacién bioética, esta tesis no utilizé modelos in vivo para sus estudios.
Las cepas clinicas que se emplearon no disponen de informacion sensible asociada
(datos clinicos de pacientes) que pueda afectar la ley 20.584, la cual regula los derechos
y deberes que tienen las personas en relacidén con acciones vinculadas a su atencién en

salud (“Ley de Derechos y Deberes de los Pacientes”).
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Tabla 3: Informacion de las cepas de SARM de origen hospitalarios referidas desde el

ISP Chile.
ali\g;jc(iao aisAI\Srz ii?lto Ciudad r-;ilﬁ)gs?rz PVL®
21 2012 Puerto Montt sangre negativo
23 2012 Regién Metropolitana sangre negativo
25 2012 Puerto Montt sangre negativo
27 2012 Temuco sangre negativo
28 2012 Rancagua sangre negativo
31 2012 Vifa del Mar sangre negativo
32 2012 Concepcidn sangre negativo
33 2013 Rancagua sangre negativo
35 2013 Region Metropolitana sangre negativo
36 2013 Puerto Montt sangre negativo
37 2013 Los Angeles sangre negativo
38 2013 Valparaiso sangre negativo
39 2013 Concepcion sangre negativo
41 2013 Puerto Montt sangre negativo
43 2013 Concepcién sangre negativo
46 2014 Temuco sangre negativo
47 2014 Region Metropolitana sangre negativo
48 2014 Concepcién sangre negativo
50 2014 Region Metropolitana sangre negativo
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Tabla 3 (continuacién): Informacién de las cepas de SARM de origen hospitalarios referidas desde el
ISP Chile.

N° Localizacion Origen de la
Afo PVL*
Cepario geogréafica muestra

51 2014 Regidén Metropolitana sangre negativo
54 2014 Region Metropolitana sangre negativo
56 2014 Region Metropolitana sangre negativo
58 2014 Puerto Montt sangre negativo
62 2015 Region Metropolitana sangre negativo
64 2015 Puerto Montt sangre negativo
66 2015 Region Metropolitana sangre negativo
67 2015 Talca sangre negativo
68 2015 Region Metropolitana sangre negativo
69 2015 Puerto Montt sangre negativo
70 2015 Region Metropolitana sangre negativo
71 2015 Region Metropolitana sangre negativo
72 2015 Region Metropolitana sangre negativo
73 2016 Temuco sangre negativo
74 2016 Puerto Montt sangre negativo
77 2016 Concepcién sangre negativo
78 2016 Regién Metropolitana sangre negativo
79 2016 Region Metropolitana sangre negativo
81 2016 Osorno sangre negativo
83 2016 Region Metropolitana sangre Negativo
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Tabla 3 (continuacién): Informacién de las cepas de SARM de origen hospitalarios referidas desde el
ISP Chile.

N° Localizacién Origen de la
Afo PVL*
Cepario geogréafica muestra

84 2016 Regidén Metropolitana sangre negativo
86 2016 Region Metropolitana sangre negativo
87 2017 Puerto Montt sangre negativo
89 2017 Temuco sangre negativo
92 2017 Rancagua sangre negativo
94 2017 Talca sangre negativo
96 2017 Region Metropolitana sangre negativo
97 2017 Region Metropolitana sangre negativo
98 2017 Region Metropolitana sangre negativo
99 2017 Rancagua sangre negativo
100 2017 Region Metropolitana sangre negativo

*PVL: Leucocidina Panton-Valentine
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CAPITULO IV: RESULTADOS

Confirmacion de las cepas

En todas las cepas referidas por el ISP de Chile se confirmé la identificacién de la especie
y el genotipo de SARM mediante la amplificacion por PCR de los genes nuc, coag y

mecA, respectivamente. No se encontraron cepas portadoras del gen mecC.

Caracterizacion de las cepas

Las cepas fueron inicialmente tipificadas mediante PCR convencional en funcién de su
SCCmec, el locus agr y el gen pvl. De las 50 cepas referidas por el ISP de Chile, 38
cepas (76%) presentaban el SCCmec tipo I, 7 cepas (14%) presentaban el SCCmec tipo
I, 4 cepas (8%) presentaron el SCCmec tipo IVay 1 cepa (2%) present6 el SCCmec tipo
IVc (figura 9). S6lo 1 de las cepas present6 el gen pvl, que codifica la toxina Panton

Valentine (UCOSA-31).

El secuenciotipo (ST) prevalente fue ST5 encontrado en el 76% de las cepas, seguido
del ST105 (14%), ST8 (4%) y los ST5575, ST2802, ST72 con 2%, respectivamente
(figura 10). Ademas, se determind los spa types de las cepas referidas, encontrando
como spa type prevalente el t149 (66%), seguido del t002 (12%). Los detalles de

frecuencia de estos se describen en la tabla 3.

Del total de las 50 cepas analizadas, en solo 18 se logré determinar el tipo de agr,

determindndose que 15 de ellas (30%) pertencen al grupo agr tipo Il 'y 3 cepas (6%) al
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agr tipo I. En las 32 cepas restantes, no fue posible tipificar por los métdos utilizados.
Aquellas cepas que presentaron los SCCmec tipo IVa y SCCmec tipo IVc fueron

clasificadas como SARM-AC, y excluidas de los siguientes estudios.

SCCmec

50

45

40 38

35

30

25

20

15

10 7
5 B =
0 ] —

Tipo | Tipo I Tipo IVa Tipo IVc
Tipo de SCCmec

Numero de cepas

Figura 9: Distribucion del elemento SCCmec en 50 cepas de SARM aisladas en

hospitales de Chile.
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Figura 10: Tipos de secuencia (ST) encontrados en 50 cepas de SARM-AH aisladas en

hospitales de Chile.
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Tabla 3: Distribucién spa types en 50 cepas de SARM-AH aisladas en hospitales de
Chile

spatype Frecuencia (N° de cepas) %
t149 33 66
t002 6 12
t008 1 2
t143 1 2
t2 1 2
1664 1 2
t18 1 2
t1311 1 2
t010 1 2
t1188 1 2
N/A* 1 2
Unknown 2 4
TOTAL 50 100

*N/A: No asignado; Unknown: desconocido.
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Estudios de susceptibilidad antimicrobiana

El todas las cepas se encontro resistencia a FOX, confirmando el fenotipo de SARM
mediante el test de FOX. Adicionalmente, los ensayos de susceptibilidad antibi6tica
llevados a cabo mediante el método de difusién en placa de agar Mueller-Hinton fueron
consistentes con el test de FOX, ya que el 100% de las cepas fue resistente a OXA.

Frente a los antibioticos del grupo MLSs, 44 cepas (98%) fueron resistentes a CLI, ERY,
CLA, AZM, y sélo una cepa (2%) fue susceptible a este grupo (UCO-SA 41). en el caso
de las quinolonas, el 100% de las cepas fueron resistentes a CIP, mientras que a LEV

44 cepas (98%) fueron resistentes y 1 cepa (2%) fue catalagada como intermedio.

Para los aminoglucdsidos se encontré que 29 cepas (64%) fueron resistentes, 4 cepas
(9%) intermedias y 12 cepas (27%) susceptibles a GEN. Frente a RIF y CHL, 2 cepas
(4%) fueron resistentes y 43 (96%) fueron susceptibles a estos antibiéticos. Los estudios
de susceptibilidad a FOS muestran que 43 cepas (96%) son susceptibles y 2 cepas (4%)
son resistentes a este antibidtico, de acuerdo con los criterios de EUCAST 2021 148, El

100% de las cepas fue susceptible a SXTy LZD (figura 11).
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Figura 11: Porcentaje de susceptibilidad (verde), susceptibilidad intermedia (amarillo) y resistencia (rojo) de 50 cepas de SARM-AC aisladas en Chile entre 2007 y
2017 determinado mediante el método de difusion en agar. Cefoxitina (FOX), oxacilina (OXA), sulfametoxazol-trimetoprim (SXT), clindamicina (CLI), claritromicina
(CLR), eritromicina (ERY), azitromicina (AZM), cloranfenicol (CHL), rifampicina (RIF), linezolid (LZD), gentamicina (GEN), ciprofloxacino (CIP), levofloxacino (LEV)
y fosfomicina (FOS).
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Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CMI)

Se determiné la CMI a antibioticos LZD, VAN y DAP y a B-CLA mediante el método de
microdilucién en placa de 96 pocillos, y a CPT mediante el método de epsilometria (E-

test®).

Todas las cepas fueron susceptibles a LZD, VAN y DAP mostrando valores de CMlgo de
2 pg/mL, 1 pg/mL y 0,25 ug/mL, respectivamente. Por otra parte, frente a CPT, 15 cepas
(30%) fueron susceptibles y 35 cepas (70%) fueron susceptible dosis dependiente (SSD)

a este antibiotico (tabla 4).

Para el caso de B-CLA, se le determiné la CMI a las cepas incluidas en los ensayos de
formacion y erradicacion de biopeliculas en presencia de antibiéticos y este compuesto

(3 cepas). La CMI a este compuesto en las 3 cepas ensayadas fue de 32 pug/mL.

Tabla 4: Resultados de CMIso y CMIgso sobre cepas de SARM de origen hospitalario
referidas desde el ISP Chile (N=45).

CMilso (ug/mL) CMilgo (ng/mL)

VAN DAP LzZD CPT VAN DAP LZD CPT

SARM-AH 1 025 2 15 1 0,5 2 15
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Genes de resistencia a antibioticos

Mediante la secuenciacién del genoma completo se realiz6 la deteccién de genes de

resistencia a diferentes familias de antibiéticos en las 45 cepas de SARM-AH.

Se detectaron los siguientes genes que codifican mecanismos de resistencia a la familia
de los aminoglucésidos: aac(6')-le-aph(2")-la en 37 cepas (82%), aad(6) y ant(6)-la en
29 cepas (64%), aadD en 7 cepas (16%), aadE en 3 cepas (7%), ant(9)-la en 44 cepas
(98%), ant(4')-1b en 7 cepas (16%), sat4 en 18 cepas (40%) y aph(3')-llla en 29 cepas
(64%). Por otra parte, también fueron detectados genes ermA y ermC en 44 (98%) y 2
cepas (4%), respectivamente, los cuales codifican resistencia a los antibioticos del grupo

MLSe.

Adicionalmente, se detectaron los genes blaZ (82%), rphB (91%), y dfrC (1%); que
confieren resistencia a penicilina, RIF y trimpetroprima; respectivamente. En todas las
cepas se detecto el gen fosB, que confiere resistencia a fosfomicina, los genes norA'y
mgrA que confieren resistencia a fluoroquinolonas y compuestos amonio cuaternario
(QACs), mepA y mepR que confieren resistencia a fluoroquinolonas, tetraciclinas,
glicilciclinas y QACs; sav1866 que confiere resistencia a CIP, tet38 que confiere

resistencia a tetraciclina y el sistema regulador de 2 componentes arlRS (tabla 5).
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Tabla 5: Distribucién porcentual de cepas de SARM con genes de resistencia a

diferentes familias de antibidticos (N=45 cepas).

Familia de antibi6ticos Genes d? n (%)
resistencia
. blaz 37 (82)
B-lactamicos
mecA 45 (100)
aac(6")-le-aph(2")-la 37 (82)
aad(6) 37 (82)
ant(6)-la_1 37 (82)
aadD_1 37 (82)
Aminoglucésidos aadE_1 37 (82)
ant(9)-la 37 (82)
ant(4)-1b 37 (82)
aph(3’)-llla 37 (82)
sat-4 18 (44)
ermA 44 (98)
MLSs
ermC 2(4)
Fosfomicina fosB 45 (100)
_ norA 45 (100)
Quinolonas, QACs
sav1866 45 (100)
mgrA 45 (100)
Rifamicinas rphB 41 (91)
sat-4 18 (40)
Tetracilcinas tet(38) 45 (100)
Cotrimoxazol dfrC 1(2)
. arlR 45 (100)
Sistema regulador de bombas de 2 componentes
arlS 44 (98)
: - . mepA 45 (100)
Fluoroquinolonas, tetraciclinas, glicilciclinas y QACs
mepR 45 (100)

QACs: Compuestos amonios cuaternarios
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Genes de virulencia

En cuanto a los perfiles de virulencia, las cepas presentaron un amplio perfil de genes
codificantes de factores de virulencia implicados en la adherencia, produccion de

exoenzimas, evasion del sistema inmune, captacion del hierro, toxinas y enterotoxinas.

Desde el punto de vista de la produccion de biopeliculas, y de los genes de interés
estudiados en esta tesis, 44 cepas (98%) de las cepas presentaron gen fnbA 'y 20 cepas
(26%) el gen fnbB; 44 cepas (98%) presentaron el operdon icaABCDR; 36 cepas (80%)
presentaron el gen hly/hla y el 100% portaban los genes hlb y hid. No se detecto la
presencia del gen bap, ni de los operones pmsA y pmsB en ninguna de las 45 cepas

ensayadas.

La distribucion de los genes de virulencia se detallan desde la tabla 6 a la 11.
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Tabla 6: Distribucién de genes de virulencia relacionados a la adherencia en 45 cepas

de SARM-AH.

Genes

Factores de virulencia relacionados n (%)
Factor de aglutinacion A cIfA 43 (98)
Factor de aglutinacion B clfB 43 (98)
Proteina de unién a elastina ebp 43 (98)
Proteina de adherencia
eap/map 42 (93)
extracelular/Proteina anadloga MHC
Proteinas de unién a fibronectina fbA 43 (98)
fnbB 9 (20)
icaA 43 (98)
icaB 43 (98)
Adhesina intercelular icaC 43 (98)
icaD 43 (98)
icaR 43 (98)
Proteinas de unidn Serina-Aspartato sdrC 43 (98)
sdrF 43 (98)
sdrG 42 (93)
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Tabla 7: Distribucién de genes de virulencia que codifican exoenzimas en 45 cepas de

SARM-AH

Factores de virulencia Genes n (%)
relacionados
Adenosina sintasa A adsA 45 (100)
Aureolisina aur 45 (100)
SSpA 43 (96)
Cisteina proteasa sspB 43 (96)
sspC 43 (96)
Hialuronato liasa hysA 45 (100)
lip 43 (98)
Lipasa
geh 43 (98)
splA 39 (87)
Serina proteasa spiB 38 (85)
SplE 1(2)
Estafilocoagulasa coa 43 (98)
Proteasa dependiente de ATP clpP 42 (93)
Estafiloquinasa sak 43 (98)
Proteina de union al Factor
vWbp 43 (96)

de von Willebrand
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Tabla 8: Distribucién de genes que codifican factores de virulencia implicados en la

evasion del sistema inmune del hospedero en 45 cepas de SARM-AH.

Factores de virulencia Genes relacionados n (%)

cap5 8 (18)
Polisacarido capsular

cap8 37 (82)
Proteina de unién de la quimiotaxis

chp 43 (96)
de S. aureus
Inhibidor del complemento scn 45 (100)
Proteina estafilococica A spa 45 (100)
Aglutinador de inmunoglobulina sbi 45 (100)

Tabla 9: Distribucion de genes que codifican factores de virulencia implicados en la
adquisicion de hierro en 45 cepas de SARM-AH.

Factores de virulencia n (%)
isdA 42 (93)
isdB 43 (98)
isdC 43 (98)

Determinantes de superficie regulados por hierro isdD 43 (98)
isdE 43 (98)
isdF 43 (96)
isdG 37 (82)

Sortasa B srtB 41 (91)
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Tabla 10: Distribucién de genes que codifican factores de virulencia implicados en la

sintesis de toxinas en 45 cepas de SARM-AH.

Factores de virulencia nges n (%)
relacionados
esaA 43 (98)
esaB 43 (98)
esaC 43 (98)
Sistema de Sistema de secrecién tipo VII essA 43 (98)
secrecion (SST7) essB 43 (98)
essC 43 (98)
esxA 43 (98)
esxB 43 (98)
Hemolisina alfa hly/hla 36 (80)
Hemolisina beta hib 45 (100)
Hemolisina delta hid 45 (100)
Hemolisinas
higA 43 (98)
Hemolisina gamma higB 43 (98)
higC 43 (98)
Leucocidina Panton- luKF-PV 43 (98)

Leucocidinas
Valentine lukS-PV 0 (0)




Tabla 11: Distribucién de genes que codifican factores de virulencia implicados en la

evasion del sistema inmune del hospedero en 45 cepas de SARM-AH.

Genes

Factores de virulencia relacionados n (%)
Enterotoxina A sea 3(7)
Enterotoxina B seb 2 (4)
Enterotoxina D sed 5(11)
Enterotoxina G seg 36 (80)
Enterotoxina | sei 37 (83)
Enterotoxina J sej 5(11)
Enterotoxinas Enterotoxina-like K selk 36 (80)
Enterotoxina-like M sem 37 (83)
Enterotoxina-like N sen 38 (85)
Enterotoxina-like O seo 35 (78)
Enterotoxina-like Q selq 3(7)
Enterotoxina-like R ser 5(11)
Enterotoxina-like U seu 35 (78)
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Estudios de relacion genética

El andlisis de clusteres de las 45 cepas, mediante macrorestriccion y PFGE, determiné
la presencia de 5 clados de cepas relacionadas (> 80% de similitud 13%), destacando el
clado IV (azul) con 12 cepas, que en su totalidad portaban el SCCmec |, ST 5y 11/12
cepas presentaron el spatype t149 y uno no asigando (NA) aun en la base de datos de

Ridom Spa Service (http://spaserver.ridom.de). Estas cepas son clasificadas como clon

Chileno/Cordobés y se distribuyen principalmente entre los afios 2013 y 2016. Se
destaca, ademas, la presencia de 2 clones dentro del clado: UCO-SA 43 y UCO-SA 33
el afio 2013 en Concepcién y Rancagua. El clado IV (verde) esta compuesto por 7 cepas
gue en su totalidad portan el SCCmec I, pertenecen al ST 5y 6/7 cepas presentaron el
spatype t149 y 1 desconocido (unknowkn), clasificadas como clon Chileno/Cordobés y
se distribuyen principalmente entre los afios 2013 y 2016. Se destaca, ademas, la
presencia de 2 clones dentro del clado: UCO-SA 70 y UCO-SA 72 el afio 2015 en
Santiago .El clado V (morado) esta compuesto por 5 cepas de las cuales 3 portan el
SCCmec I, pertenecen al ST 105 y spatype t002. Por otra parte, las otras 2 cepas que
conformaban este clado portaban el SCCmec | (UCO-SA 37 Y UCO-SA 38), pertenecen
al ST 5 - spatype t149 y ST 105 — spatype t002, respectivamenbte. El clado Il (en negro)
se compone por 5 cepas que en su totalidad portaban el SCCmec |, pertenecientes al ST
5y 3/4 cepas presentaron el spatype t149 y 1 spatype t143, aisladas entre los afios 2015
y 2017. Finalmente, el clado | estd compuesto por 4 cepas que en su totalidad portaban
el SCCmec I, pertenecientes al ST 5. De el total de estas cepas, 3 de ellas presentaron
el spatype t149 (clasificadas como clon Chileno/Cordobés, y 1 el spatype unknown, y
todas las cepas de este clado fueron aisladas el afio 2017.
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PFGE-Smal

ool B ool R B R B 8

UCO-SA92 ST5 i Rancagua 2017 1149
_: UCO-SA96 ST5 | Santiago 2017 unknown
UCO-SA94 ST5 | Talca 2017 1149
e UCO-SA B89 ST5 | Temuco 2017 1149 W
UCO-SA86 ST105 Il  Santiago 2016 1010
[ UCO-SA25 ST5 | Puerto Montt 2012 1149
' UCO-SA28 ST5575 | Rancagua 2012 1149
UCO-SA 100ST 5 ! Santiago 2017 1149
_{ UCO-SA41 ST5 | Concepcién 2016 1143
UCO-SA66 ST 5 | Santiago 2015 149
| UCO-SA71 ST5 | Santiago 2015 1149
| uco-sa62 ST5 Santiago 2015 1149

UCO-SA99 ST5

l UCO-SA74 ST5
UCO-SA 27 ST5

Rancagua 2017 t149
Puerto Montt 2016 1149

| Temuco 2012 t149
| UCO-SA70 ST5 Santiago 2015 t149
| uco-sA72 sT5 Santiago 2015 1149

Concepcién 2013 t149
Rancagua 2013 t149

UCO-SA43 ST 5
UCO-SA33 ST5

—— UCO-SA35 ST5 I Santiago 2015 1149
—’ - UCO-SAB67 ST5 I Talca 2015 NA
UCO-SA 32 ST5 | Concepcion 2012 t149
UCO-SA 39 ST5 I Concepcién 2013 149
—: UCO-SA51 ST5 | Santiago 2013 1149
UCO-SA73 ST5 I Temuco 2016 1149
UCO-SA58 ST5 I Puerto Montt 2014 t149
l: UCO-SA 36 ST5 [ Puerto Montt 2013 1149
UCO-SAB3 ST5 I Santiago 2016 149 m
UCO-SA 48 ST5 | Concepcion 2014 t149
T UCO-SA 97 ST5 [ Santiago 2017 1149
1 UCO-SA23 ST5 | Santiago 2012 149
= UCO-SA 81 ST5 | Osorno 2016 uknown
& UCO-SA84 ST5 I Santiago 2016 t149
UCO-SA47 ST 5 [ Santiago 2014 1149
UCO-SAB87 ST 105 I Puerto Montt 2017  t002
UCO-SA68 ST 105 II Santiago 2015 1002
_: UCO-SA69 ST105 I Puerto Montt 2015  t002
UCO-SA38 ST 105 | Puerto Montt 2013  t002
|: UCO-SA 37 ST5 | Los Angeles 2013 t149
UCO-SA54 ST 105 I Santiago 2014 1002
UCO-SA21 ST5 I Puerto Montt 2012 149
UCO-SA77 ST5 | Concepcion 2016  t1311
— UCO-SA79 ST105 I Santiago 2016 1002
UCO-SA78 ST5 I Santiago 2016 149

Figura 12: Relacion genética de las cepas de SARM-AH determinada por macrorestriccion con Smal y

electroforesis en gel de campo pulsado.
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Ensayos de formacién y erradicacion de biopeliculas

Ensayos de adherencia

Se realizaron ensayos de adherencia con la totalidad de las cepas estudiadas, mediante
el método de placa de microtitulacion utilizado por Stepanovi¢ 2007 149, y los resultados
de estos ensayos evidenciarion que fenotipicamente 12 de las cepas (27 %) son no
formadoras de biopeliculas (NFBP), 25 cepas (56 %) son débiles formadoras de
biopeliculas (DFBP) y 8 cepas (18 %) son medianos formadores de biopeliculas (MFBP).
De estas cepas, se seleccion6 1 de cada fenotipo para los ensayos de formacion y
erradicacidn de biopeliculas en presencia de antibidticos y B-CLA. A estas cepas se les
determind la CMI de B-CLA (tabla 12) de acuerdo con lo descrito en la metodologia y en
los resultados antes mencionados, y se calcul6 la sub-CMI de B-CLA, VAN, DAP y LZD

(tabla 13).

Tabla 12: CMI de B-CLA en los 3 fenotipos de formacion de biopeliculas en cepas de
SARM hospitalarios seleccionados de los ensayos de adherencia.

Cepa CMI (ug/mL)
UCOSA-77 NFBP 32
UCOSA-99 DFBP 32
UCOSA-58 MFBP 32

NFBP: no formador de biopeliculas; DFBP: débil productor de biopeliculas; MFBP:
mediano productor de biopeliculas.
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Tabla 13: CMI y Sub-CMI de antibacterianos para cepas seleccionadas para los
experimentos de microscopia confocal de biopelicula de 21 dias.

CMI (ug/mL) % CMI (ug/mL)

FENOTIPO VAN DAP LzZD B-CLA VAN DAP LZD B-CLA

UCOSA-77 NFBP 1 025 2 32 05 0,125 1 16
UCOSA-99 DFBP 1 0,5 2 32 0,5 0,25 1 16
UCOSA-58 MFBP 05 025 2 32 0,25 0,125 1 16

VAN: vancomicina; DAP: daptomicina; LZD: linezolid; BCHLA: beta-cloro-L-alanina;
NFBP: no formador de biopeliculas; DFBP: débil formador de biopeliculas; MFBP:
mediano formador de biopeliculas.
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Ensayos de formacién y erradicacién de biopeliculas en presencia de antibioticos
y B-CLA

En los ensayos de formacién y erradicacion de una biopelicula madura, que se realizaron
en presencia de concentraciones sub-CMI de antibi6ticos y B-CLA, la cepa UCOSA-77,
de fenotipo NFBP, mostré un aumento de la lectura en el espectro verde de la luz. Esto
es que fenotipicamente hay aumento en la biomasa viva de la biopelicula madura, en
presencia de concentraciones sub-CMI de VAN, DAP y B-CLA; en comparacion con el
control blanco (sin la presencia de antibioticos, ni 3-CLA). Por otra parte, esta cepa
mostré una disminucion significativa de la biomasa viva en el espectro de la luz verde

(figura 13) en presencia de LZD, y de las combinaciones LZD + B-CLA, VAN + 3-CLA Yy

DAP + 3-CLA (p= 0,019) (figura 14).

Figura 13: Imagen de microscopia confocal. (A) Biopelicula madura de 21 dias de la
cepa UCOSA-77 (NFBP),sin antibioticos.(B) Biopelicula madura de 21 dias de la cepa
UCOSA-77 (NFBP), en presencia de vancomicina 0,125 pg/mL + BCHLA 16 pg/mL. (C)
Biopelicula madura de 21 dias de la cepa UCOSA-77 (NFBP), en presencia de

daptomicina 0,125 pg/mL + BCHLA 16 pg/mL.
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Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

1.200.000,00]
o 1/000.000,00
b=
$  800.000,00 = [
e
€  600.000,00-
= ——
©°
> 400.000,00 S
200.000,00-
==
0,00 T T T T
BCO VAN BCHL VAN+BCHL
LZD DAP LZD+BCHL DAP+BCHL
ATB
N total 27
Estadistico de contraste 16,830
Grados de libertad 7
Sig. asintotica (prueba bilateral) 019

1. Las estadisticas de prueba se ajustan para empates.

Figura 14: Comparacion de volumen de biopeliculas vivas entre los distintos antibiéticos

y combinaciones con BCLA en la cepa UCOSA-77.
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Por otra parte, cuando se analiz6 dentro del espectro rojo (fenotipicamente, la biomasa
muerta), esta cepa mostré un aumento significativo de la lectura sub-CMI de VAN, DAP,
B-CLA, LZD + B-CLAy VAN + B-CLA; en comparacién con el control blanco (sin la adicion

de antibidticos, ni B-CLA) (p=0,009) (figura 14).

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

1.500.000,00

1.000.000,00

Volumen rojo

500.000,00 —

1
0,00 | T T |
BCO | VAN BCHL VAN+BCHL
LZD DAP LZD+BCHL DAP+BCHL
ATB

N total 27

Estadistico de contraste 18,833

Grados de libertad 7

Sig.asintdtica (prueba bilateral) ,009

1. Las estadisticas de prueba se ajustan paraempates.

Figura 15: Comparacion de volumen de biopeliculas muertas entre los distintos

antibiéticos y combinaciones con BCLA en la cepa UCOSA-77.
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La cepa UCOSA-99, de fenotipo DFBP, no mostr6 un cambio estadisticamente
significativo (p=0,079) de la lectura en el espectro de la luz verde o roja en presencia de
concentraciones sub-CMI de ninguno de los compuestos ensayados en comparacion con

el blanco (figura 16).

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

500.000,00-
o 400.000,00
T *
g
= 300.000,00
L
£
'S 200.000,00
=
100.000,00
—
0,00 T 1 T T T I
BCO LZD VAN BCHL  LZD+BCHL VAN+BCHL DAP+BCHL
ATB
N total 20
Estadistico de prueba 11,305
Grados de libertad 6
Significacion asintética (prueba 079
bilateral)

1. Los estadisticos de prueba se ajustan para empates.

Figura 16: Comparacion de volumen de biopeliculas muertas entre los distintos

antibiéticos y combinaciones con BCLA en la cepa UCOSA-77.
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La cepa UCOSA-58, de fenotipo MFBP no mostré un cambio estadisticamente
significativo de la lectura en el espectro de la luz verde; en comparacion con el control
blanco. Sin embargo, cuando se analizd dentro del espectro rojo, esta cepa mostré un
aumento significativo de la lectura en concentraciones sub-CMI de VAN,DAP, 3-CLA,
LZD + B-CLA, VAN + B-CLA y DAP+ B-CLA; en comparacion con el control blanco (figura
17), lo que indica que en concentraciones sub-CMI de estos compuestos existe un

aumento de células muertas dentro de la biopelicula madura (p=0,037) (figura 18).

Figura 17: Imagen de microscopia confocal. (A) Biopelicula madura de 21 dias de la

cepa UCOSA-58 (MFBP), sin antibidticos.(B) Biopelicula madura de 21 dias de la cepa
UCOSA-58 (MFBP), en presencia de vancomicina 0,125 pg/mL + BCHLA 16 pug/mL. (C)
Biopelicula madura de 21 dias de la cepa UCOSA-58 (MFBP), en presencia de

daptomicina 0,125 pg/mL + BCHLA 16 pg/mL.
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Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

5.000,00

0

§.000,00

4.000,00

2.000,00 i

Intensidad ro

_l__

]

—

|
BCHL

]
VAN+BCHL |

0,00 I
sco | van |
LZD DAP LZD+BCHL DAP+BECHL
ATB
N total 20
Estadistico de contraste 14,902
Grados de libertad 7
Sig. asintotica (prueba hilateral) 37
1. Las estadisticas de prueba se ajustan para empates.

Figura 18: Comparacion de volumen de biopeliculas muertas entre los distintos

antibiéticos y combinaciones con BCLA en la cepa UCOSA-58.
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Ensayos de expresiéon de genes de virulencia

Los ensayos de expresion de genes de virulencia no mostraron resultados concluyentes
con la metodologia ensayada. Se replicaron mas de una vez en distintos termocicladores
con las condiciones descritas en la metodologia, sin lograr resultados concluyentes ni
reproducibles. Las posibles causas de este fendmeno, se abordan con mayor de detalle

en el capitulo de discusion.
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CAPITULO V: DISCUSION

Actualmente, SARM es un importante patégeno involucrado en las IAAS en centros de
salud de nuestro pais. Representa, ademas, una de las especies de bacterias que se
incluyen en el listado de patdgenos multirresistentes que son prioritarios para la OMS,
en la categoria prioridad alta *°. En esta tesis, se investigo la caracterizacién molecular,
lo cual incuyé la presencia de genes de resistencia a los antibioticos y genes de virulencia

en cepas hospitalarias de SARM, aislados entre los afios 2007 y 2017.

Esta tesis se centro en el estudio de cepas de SARM-AH, por lo cual las 5 cepas que
presentaron el elemento SCCmec tipo IV, fueron clasificadas como SARM-AC de

acuerdo a lo descrito en la literatura ° y excluidas de los siguientes analisis.

Los resultados de la caracterizacibn molecular, confirmaron la presencia del gen mecA
en todas las cepas y evidenciaron que el la mayoria (84%) de las cepas referidas por el
ISP de Chile eran portadoras del SCCmec tipo | y el 14% presentaban el SCCmec tipo
Il. Estos resultados son concordantes con los de Arias et al. 2017 y Medina et al. 2013,
en donde el 92% y el 97% de las cepas fueron portadoras del elemento SCCmec |,
respectivamente 151152 Por otra parte, los resultados de la clasificacion en base al MLST
y spaType de las cepas indican que el 76% de las cepas pertenece al ST5 y el 66% al
spatype t-149, cuyos valores son menores a los informados por estos mismos autores,

lo que evidencia el recambio en la clonalidad descrita en Latinoamérica para SARM

151,152
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En este estudio, ademas se logré dilucidar algunos de los grupos agr de las cepas,
mediante WGS. Del total de las 45 cepas analizadas,14 de ellas (31%) pertencen al
grupo agr tipo Il, y 2 cepas (4,4%) al agr tipo I, lo que es concordante con lo resultados
publicados para cepas de Chile %2, En el resto de las cepas, no fue posible tipificar el

grupo agr por el método utilizado.

Los estudios de susceptibilidad antimicrobiana indicaron que todas las cepas fueron
resistentes a FOX y OXA, confirmando asi el fenotipo de meticilino resistencia, lo que es
concordante con la presencia del gen mecA detectado en los estudios de caracterizacion
molecular de las cepas. Como era de esperar, las cepas de SARM-AH presentaron un
amplio perfil de multirresistencia. Esto, concordantemente a lo descrito en la literatura,
se debe a que clasicamente los SCCmec caracteristicos de estas cepas (I, Il y 1) poseen
una estructura de mayor tamafio que las cepas de SARM-AC; lo que permitiria la
insercién de determinantes genéticos de resistencia a otros antibioticos ademas de los

B-lactamicos 153 .

Frente a otros antibiéticos no B-lactamicos, las cepas presentaron un perfil de resistencia
a familias de antibioticos como las quinolonas, aminoglucésidos y del grupo MLSs. Asi,
de acuerdo con lo analizado, el 98% de las cepas fue resistente a CLI, CLR, ERY y AZM,;
el 64% a GEN, el 100% a CIP y el 98% LEV. Estos resultados son concordantes con
otros estudios publicados en Chile 151.152; sin embargo, los porcentajes de resistencia son
mas elevados en comparacion a los presentados en cepas aisladas en Latinoamérica
151,154-159 ' Con respecto a los aminoglucésidos, en un estudio realizado en Chile el afio
2008 160 se informd que la tasa de resistencia a GEN en SARM-AH fue de 31%, lo cual
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es inferior al 64% encontrado en esta tesis. No obstante, posteriormente en 2015, se
describié que en cepas chilenas de SARM-AH, la resistencia a GEN alcanzé hasta un
68,5% 161, Sin embargo, estos valores son inferiores al 92% de resistencia informado en
el estudio de Medina et al. en 2013 %2, Ademas, de forma similar en otras regiones del

mundo se sefiala la existencia de un elevado porcentaje de resistencia a GEN 162163

La totalidad de las cepas analizadas en este estudio fueron susceptibles a VAN, LZD,
DAP, SXT, y so6lo 2 cepas fueron resistentes a RIF; manteniéndose estos antibibticos
como una alternativa de tratamiento dentro del arsenal terapéutico disponible en Chile,

lo cual concuerda con informes previos para Chile y Latinoamérica 151164,

Concordantemente con los altos niveles de resistencia a diversas familias de antibiéticos
presentados por las cepas de este estudio, estas ademas exibieron un amplio perfil de
genes codificantes de distintos mecanismos de resistencia. Asi, el mecanismo de
resistencia a los antibioticos del grupo MLSs detectado en este grupo de cepas fue
mediante metilasas ribosomales. Esto esta mediado principalmente por el gen ermA
(98%), ademas del hallazgo de ermC en 2 de las 45 cepas (4%). Estas enzimas acttan
metilando el sitio blanco del antibotico correspondiente a la adenina en la posiciéon 2058
situada en la subunidad 23S del ARNr, generando alteracién estérica del ribosoma, lo
que reduce la afinidad de este grupos de antibidticos. Estos genes se encuentran
distribuidos en plasmidos y transposones'®®. Se ha descrito que en S. aureus el gen ermA
es de ubicacion cromosOmica y se encuentra inserto en el transposoén Tn554, mientras

que el gen ermC se localiza en el plasmido pMS97 166,
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En el caso de los aminoglucésidos, y concordantmente con el perfil de resistencia de las
cepas a estos antibidticos; el 82% portaba los genes codificantes de enzimas
modificantes de aminoglucésidos (EMA’s) aac(6')-le/aph(2")-la, aad(6), ant(6)-lal,
aadD1, aadE1, ant(9)-la (también descrito como spc), ant(4")-lb, aph(3’)-llla y sat4. Estos
resultados son similares a lo publicado hasta la fecha en Latinoamérica por Arias et al.
2017. Sin embargo, la prevalencia y diversidad de enzimas encontradas en esta tesis
son mayores a lo descrito por estos autores 1. Si comparamos la prevalencia fuera de
la region, los porcentajes de EMAs de nuestras cepas también son superiores a lo
publicado por otros autores 167-16° En S. aureus las EMA’s que tienen mayor importancia
clinica son AAC(6')/APH(2"), APH(3)-Ill y ANT(4), que son codificadas por los genes
aac(6')-le/aph(2"), aph(3)-llla, y ant(4)—la, respectivamente %8, La primera de ellas es la
enzima bifuncional AAC(6')-IE/APH(2") que confiere resistencia de alto nivel a GEN,
ademas de resistencia a tobramicina, netilmicina, amikacina y kanamicina. Esta
codificada por un gen transportado en el transposén Tn4001, que a su vez se encuentra
en diversos plasmidos y en el cromosoma 17°. La enzima ANT(4’)-la genera resistencia
a tobramicina, amikacina, kanamicina y neomicina, y es coddificada por gen ant(4’)-la de
localizacion en el plasmido pUB110 1. Por ultimo, la enzima APH(3’)-llla, que media
resistencia a kanamicina y neomicina, y que suele presentar susceptibilidad intermedia
a amikacina., es codificada por el gen aph(3’)-llla, y esta inserto en el transposén Tn5405,

y es de localizacién plasmidica o cromosémica 169,
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Adicionalmente, se detectaron los genes blaZ (82%), rphB (91%) y dfrC (1%); que
codifican una penicilinasa, una rifampina fosfotransferasa y una dihidrofolato reductasa,

y que confieren resistencia a penicilina, RIF y SXT; respectivamente 17,

Los elevados niveles de resistencia a las fluoroquinolonas se vieron respaldados por la
presencia de los genes norA 'y su regulador mgrA que confieren resistencia a esta familia
de antibidticos y a compuestos de amonio cuaternario (QACs), ademas de la presencia
de los genes mepA y mepR que confieren resistencia a fluoroquinolonas, tetraciclinas,
glicilciclinas y QACs. Otros determinantes genéticos de resistencia que contribuyen a
este fendbmeno son el gen savl866, el cual confiere resistencia a CIP y el sistema
regulador de 2 componentes arlRS 17, Las cepas de esta tesis, nuevamente muestran
una marcada diferencia en prevalencia y diversidad de genes de resistencia, y en

mayores porcentajes de resistencia a esta familia de antibéticos 51,

En todas las cepas se encontr6 los genes fosB que confiere resistencia a fosfomicina y
tet38 que confiere resistencia a tetraciclina. Sin embargo, el 96% de las cepas fue
susceptible a FOS. Otros autores han descrito resutados poco concordantes asociados
a la metodologia en presencia de genes fos 172, Estos resultados pueden tener base a
una deficiencia metodolégica, ya que fosB codifica una tioltransferasa dependiente de
Mg?* y la falta de suplementacién de este catiéon puede ser un factor a considerar a la

hora de tener resultados discordantes 173,
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La formacion de biopeliculas es un rasgo que esta estrechamente asociado con la
persistencia y virulencia bacteriana 1’4, y se estima que muchas infecciones bacterianas
crénicas estan vinculadas a la produccién de biopeliculas 1. Por otro lado, SARM ha
surgido en las ultimas décadas como uno de los principales causantes de infecciones
hospitalarias y comunitarias 178, y la formacién de biopeliculas se considera uno de sus
principales factores de virulencia 1">'77 | Asi, su capacidad para formar biopeliculas en
superficies bidticas o abioticas permite que las cepas de S. aureus colonicen eficazmente
el organismo huésped o dispositivos médicos, lo que conlleva a que las infecciones sean
mas dificiles de tratar, requiriendo cuidados mas intensivos y la sustitucion de
dispositivos médicos, en comparacion con las infecciones por biopeliculas de

Staphylococcus epidermidis, por ejemplo 178179,

En esta tesis, se investigd principalmente la presencia de los genes icaA, icaD, hla, hib,
fnbA, fnbB y bap, asi como la determinacion de la capacidad productora de biopeliculas
en aislados de SARM-AH. La pesquisa de los genes antes mencionados revel6 que el
98% de las cepas de SARM-AH estudiadas presentan el operon icaADBCR, lo que es
consistente a lo informado por Serray et al.1’>, en cuyo estudio este operéon estuvo
presente en el 100% de las cepas analizadas. Estos hallazgos también son similares a
otros estudios previos, como el de da Fonseca et al. 18, Pereira-Franchi et al.'®!,
Gowrishankar et al.'82 en el cual se obtuvo una prevalencia del 100%, 95% y 84%,

respectivamente.
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Con respecto al gen bap, no fue detectado en ninguna de las cepas, lo que concuerda
con lo informado por otros investigadores, como Serray et al. 17>, Khoramian et al. 18y
da Fonseca et al.’®, los cuales no han reportado la presencia de este gen en ningln
aislado de S. aureus de origen humano. Es probable que esto se deba a que el gen bap
se encuentra presente en una isla de patogenicidad que no esta ampliamente distribuida
entre las cepas de S. aureus, por lo que, hasta el momento, sélo se ha informado su

presencia en aislados de mastitis bovina 183184,

Esta documentado en la literatura que SARM tiene una distribucion clonal, asociada a
zonas geograficas especificas; lo cual tiene un comportamiento muy marcado en Chile.
Los estudios de tipificacion molecular incluidos en esta tesis muestran un claro
predominio del clon Chileno/Cordobés distribuido a lo largo de las ciudades
representadas en esta investigacion, con un predominio de este en todos los clados
(SCCmec | - ST 5 - t149). Esto es consistente con lo descrito por otros autores 151152y
reafirma la tesis del dominio del clon Chileno/Cordobés en nuestro ambiente hospitalario,
lo cual es sostenido en el tiempo (2012-2017) y transversalmente en todas las ciudades
estudiadas. Sin embargo, la distribucion clonal de SARM no es un fenémeno estatico
sino dindmico. Prueba de ello, al observar el clado V podemos notar la aparicion de otro
clon (SCCmec Il - ST 105 —-t002, cercano al clon USA-100), descrito recientemente como
clon Rio de Janeiro por su prevalencia en esta zona geografica, en la cual ha ido
generando un recambio progresivo en la epidemiologia de esa zona, el cual ya habia

sido reportado en 2017 por Arias et al.15%:185,
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Los ensayos de formacion de biopeliculas realizados con las cepas de SARM,
permitieron determinar que un 74% de las cepas estudiadas corresponden a aislados
formadores de biopeliculas. Esta prevalencia es menor a los resulltados obtenidos por
Sugimoto et al 18 y Dakheel et al 187 en sus investigaciones, en los que se report6 que el
87% y el 100% de las cepas de SARM estudiadas eran formadoras de biopeliculas,
respectivamente. No obstante que genotipicamente la totalidad de los aislados de SARM
poseen los genes icaA e icaD, los cuales estan asociados con la produccion del
polisacarido de adhesion intercelular (PIA), existe una discrepancia con los resultados
obtenidos en la determinacién fenotipica de la capacidad productora de biopeliculas para
el caso de las 12 cepas NFBP. En la misma linea, la gran mayoria de las cepas
estudiadas se encuentran clasificadas en la categoria DFBP. Ambos casos podrian ser
explicados por lo propuesto por O’Neill et al. 188, quien postula que la adquisicién de la
resistencia a meticilina parece reprimir en cierta medida la formacién de biopeliculas por
PIA, mientras que, a su vez, promueve la formacion de biopeliculas basadas en
proteinas, lo que fue igualmente descrito en los estudios de Singh et al. 8% y McCarthy
et al. 1%, Sin embargo, las cepas presentaron un amplio perfil de genes de virulencia
codificantes de factores de virulencia implicados en la adherencia, produccién de
exoenzimas, evasion del sistema inmune, captacion del hierro, toxinas y enterotoxinas
(tabla6 ala1l). La presencia de los genes hla, hib fue del 80% y 100%, respectivamente;
y estos porcentajes, junto a otros genes de virulencia, son mayores a los reportados por

otros autores 191.192,
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A pesar del amplio perfil de genes de virulencia presentado por estas cepas, se hacen
necesarios estudios de metabolomica para enteder el coportamiento frente a la formacion
de biopeliculas; ya que la regulacion de la expresion génica en S. aureus responde a una
serie de complejos procesos regulatorios que dependen tanto de factores ambientales
dependientes tanto del hospedero, la disponibilidad de nutrientes y condiciones 6ptimas
para el desarrollo, asi como también de la interaccién con otros factores de virulencia *°2.
Por otra parte, se postula que la expresion de determinantes de virulencia asociados a
la formacion de biopeliculas genera un costo energético alto en S. aureus y que esto
debe equilibrarse (mediante la represion del locus agr) con la expresion de resistencia a
los antibidticos en cepas multirresistentes, lo que podria explicarse en gran medida en
las cepas de este estudio; las cuales exibieron amplios perfiles de resistencia versus bajo
porcentaje de formacién de biopeliculas %. Sin embargo, cuando el sistema agr se
mantiene en estado de represion, este mantiene la expresion de factores de virulencia
implicados en la adherencia al hospedero, lo que podria explicar el éxito del clon
Chileno/Cordobés en la colonizacién y el mantenimiento en el tiempo como clon
dominante dentro de los hospitales chilenos; puesto que el primer paso para el

establecimiento de la infecién es la colonizacién del hospedero 193-1%,

S. aureus ha demostrado una gran versatilidad para el rapido desarrollo de resistencia a
los antibidticos, lo que se ve agravado, en las infecciones en las cuales esta bacteria
forma biopeliculas; por lo cual, actualmente el tratamiento de estas infecciones es un
desafio en la practica clinica diaria.Esto ha llevado a la busqueda de compuestos que en

conjunto con los antibidticos de uso habitual en este patégeno, contribuyan a desagregar
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la biopelicula bacteriana. Previamente, otros autores han estudiado el uso de
concentraciones de L-ads y D-aas sobre biopeliculas bacterianas en combinacion con
otros compuestos antibacterianos 1°7:1181% Ep esta misma linea, se realizaron
experimentos de formacién y erradicacion de biopelicula madura de 21 dias en una placa
metalica, en presencia de concentraciones sub-CMI de los antibiéticos LZD,VAN, DAP y
del compuesto B-CLA. Para ello, se incluyeron cepas de los 3 fenotipos en base a la
clasificacion de formacién de biopeliculas (FBP) UCO SA-77 NFNP, UCO SA-99 DFBO
y UCO SA-58 MFBP. Al analizar los resulltados, cuando se induce el experimento de
formacién de biopeliculas la cepa UCO SA- 77 NFBP, en presencia de concentraciones
sub-CMI de 0,5 pg/mL de VAN, 0,125 ug/mL de DAP y 16 ug/mL de B-CLA; mostr6 un
aumento en la biomasa viva de la biopelicula madura, en comparacion con el control sin
antibidticos, ni B-CLA (p= 0,019). Esto indica que, fenotipicamente, el uso de sub-CMI
VAN, DAP y B-CLA, por si solos, genera un aumento en la produccion de biopeliculas
incluso en una cepa tipificada como NFBP. Para el caso de LZD, esta cepa present6 una
disminucién critica en la FBP, lo cual es consistente con lo reportado por otros estudios®?.
Se ha comprobado que LZD disminuye la fomaciéon de biopeliculas mediante la
interaccion con las proteinas IcaA e IcaB, afectando incluso la morfologia celular
mediante la invaginacidon de la superficie bacteriana a nivel de la pared celular y de la
membrana citoplasmatica 1%’. Los genes icaA e icaB son parte del operén icaADBC, el
cual estd ampliamente presente en las cepas analizadas en este estudio. El operén
icaADBC esta integrado por 4 genes que permiten la biosintesis de polisacarido de
adhesion intercelular. EI gen icaA codifica una N-acetilglucosaminil transferasa que

sintetiza oligdbmeros de PIA a partir de UDP-N-acetilglucosamina. El gen icaD, codifica
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una proteina transmembrana, cuya presencia otorga eficiencia éptima a icaA, por su
parte icaB codifica una N-deacetilasa responsable de la desacetilacion parcial de PIA; e
icaC, codifica una proteia O-succinlltransferasa involucrada ademas en la externalizacion
del polisacarido naciente. Por ultimo, el gen icaR actia como un regulador transcipcional
de este operdn 6667, Debido a esto, la unién de LZD a las proteinas IcaA e IcaB es un
punto critico dentro de la formacion de la biopelicula, que podria explicar en gran parte
el fenotipo y el comportamiento de estas. Ademas, se ha descrito que el uso de LZD en
sub-CMIs afecta la expresion de genes que codifican la sintesis de hemolisinas,

bloqueando la producciéon de estos factores de virulencia 1%,

En cuanto a los resultados referentes al efecto de VAN, la cepa UCOSA-77 mostré un
aumento en la produccion de biopeliculas, lo cual es contrario a los resulatdos de Douthit
y cols. 2019. Sin embargo, estos autores ensayaron a una concentracion de VAN de 1
pg/mL versus 0,5 pg/mL en este estudio. Ademas, sus ensayos se llevaron a cabo en
combinaciéon con RIF, lo cual contribuyé en gran medida a sus resultados %, Otros
estudios, sugieren que la dosis de VAN necesarias para la erradicacion de una
biopelicula madura es de 200 pg/mL, requiriendo 28 dias para la erradicacion de ésta;
valores por mucho sobre nuestros resultados 2%°. Estudios in vitro y ex vivo confirman
gue la las hemolisinas desempefian un papel crucial en el establecimiento de una
biopelicula tanto en superficies bidticas como abioticas, y que jugarian un papel crucial
en en las intereacciones célula a célula durante la formacién de esta 201292, Por otra parte,
como se discute mas adelante, a pesar del aumento de la biopelicula en esta cepa,

también se observé un un efecto bactericida sobre esta cepa en las capas mas externas
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de la biopelicula. Esto es concordante con estudios que reportan que el uso de VAN no
influye en la erradicacion de la estructura de la biopelicula 2%, La nula actividad de VAN
sobre una biopelicula madura podria estar asociada a la difusion limitada de este
antibiético, debido a su caracteristica de glicopéptido de alto peso molecular, lo cual
implicaria su secuestro por la parte mas externa de la biopelicula, ademas de su poca
interaccion con compuestos claves dentro del establecimiento de la biopelicula, como
PIA 204-206 por otra parte, nuestros resultados indican que los experimentos de FBP en
esta cepa en presencia de sub-CMI de 1 ug/mL LZD, y de las combinaciones de 1 pg/mL
LZD + 16 pg/mL B-CLA, 0,5 pg/mL VAN + 16 pg/mL B-CLA y 0,125 pg/mL de DAP + 16
pMg/mL B-CLA, provocan una disminucién de la FBP y de la biomasa viva en esta,
comparada con el control (p=0,019). Esto es concordante con lo discutido anteriormente
para el caso de sub-CMI de LZD y para el fecto de las combinaciones con B-CLA, se
discute mas adelante sobre la actividad dispersiva que tendrian algunos aminoacidos y

su analogos en combinacién con antibiéticos 2.

Las cepas UCO SA-99 DFBO y UCO SA-58 MFBP no mostaron un incremento
significativo en la produccion de biopeliculas, en comparacion con el control, bajo
ninguna de las condiciones experimentales utilizadas en esta tesis. Algunos autores
describen que este fendmeno es dependiente del ST de la cepa, y que los resultados
deben interpretarse de manera particular 1°°. Sin embargo, a pesar del aumento de la
biomasa viva, las cepas UCOSA-77 NFBP y UCOSA-58 MFBP mostraron que al ser
sometidas a concentraciones sub-CMI de 0,5 pg/mL VAN,0,125 uyg/mL DAP, B-CLA, 1

pMg/mL LZD + 16 pg/mL B-CLAy VAN + B-CLA en la cepa UCOSA-77 NFBP y en la cepa
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UCOSA-58 MFBP 0,5 ug/mL VAN,0,125 ug/mL DAP, 16 pg/mL B-CLA, 1 pg/mL LZD +
16 pg/mL B-CLA, 0,25 pg/mL VAN + 16 pg/mL B-CLA y 0,125 pg/mL DAP+ 16 pug/mL B-
CLA; ambas mostraron un aumento en la sefial del espectro rojo en la lectura del
microscopio electrénico confocal, lo cual indica un aumento comparativo de células
muertas en esta biopelicula, p=0,009 y p=0,037, respectivamente. En el caso de DAP,
existen estudios que han reportado el efecto bactericida de este antibiético sobre una
biopeliculas establecidas, comparando 4 antibiéticos distintos (LZD, CLI, VAN vy
tigeciclina), informando que DAP fue la molécula mas efectiva para eliminar S. aureus de
una biopelicula ya formada, al atacar de manera efectiva las biopeliculas con
concentraciones 4 veces menores a la de esos antibiéticos 2%, En estudios destinados a
evaluar los efectos bactericidas en modelos de comparacion de supervivencia celular
asociados con biopeliculas en cepas de SARM, DAP mostrd un efecto bactericida rapido
y un mejor rendimiento en comparacion con otros farmacos, como tigeciclina, pudiendo
eliminar en promedio el 96% de las células de las peliculas formadas, y la proporcion de
células sobrevivientes fue menor en caso de exposicion a DAP en comparacion con el

caso de todos los otros antibiéticos utilizados 209-211,

Como se mencion6 anteriormente, el uso de compuestos aminoacidicos ha demostrado
un efecto dispersor de la biopelicula, lo cual se logra mediante la inhicién del crecimiento
bacteriano y la expresion de genes involucrados en la produccién de biopeliculas 9%,
disminucion de la expresion de la superficie de las fibras amiloides involucradas en la
formacién de la estructura de la biopeliculas mediante la incorporacién de D-aas en la

pared celular bacteriana 1°2. Es este mismo efecto, el que podria indicar la formacion de
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canales que favorezcan la permeabilidad de la biopelicula, favoreciendo la entrada y
distribucion del antibiético y otras moléculas al interior de la biopelicula, utilizando
ademas otras porosidades existentes en el caso de los antibiéticos de menor peso
molecular 1%, Otros autores han reportado resultados similares a los de esta tesis
ensayando la molécula de B-CLA con FOS, donde se reporta una drastica reduccion de
la biopelicula cuando se combina ambos compuestos 18, Esto nos indica que el uso de
sub CMI de estos compuestos aumenta la produccién de biopelicula Gnicamente en la
cepa NFBP, no afectando la sintesis de biopeliculas en aquellas cepas con fenotipo
productor. Sin embargo, a pesar de la sintesis de biopeliculas, estos compuestos logran

tener actividad bactericida una vez que se produce la estructura.

Durante el desarrollo de esta tesis, no se pudo llevar a cabo los experimentos de
expresion de genes que se detallan en la metodologia. De acuerdo a la literatura,
podemos identificar diversos factores que pudieron haber contribuido a resultados
erréneos o falta de amplificacion.

Primero, es fundamental destacar la calidad del ADN/ARN. De acuerdo a los descrito por
Wilson 212, contaminantes o la degradacion de los acidos nucleicos pueden prevenir la
amplificacion. Es imperativo garantizar que las muestras estén libres de contaminantes
y que el material genético no esté degradado. Esto pudo ser en gran medida debido al

proceso de extraccion, que pudo no ser el adecuado para este tipo de ensayos

Otro factor que podria contribuir a este fenomeno, es el disefio inadecuado de los

partidores utilizados en la metodologia, a pesar de que estos fueron tomados de la
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literatura para su confeccién'®’. Cuando los partidores forman estructuras secundarias,
dimeros o se dirigen a secuencias inespecificas, la amplificacion puede verse
obstaculizada, arrojando falsos negativos o problemas en el proceso de amplificacién 213.
La configuracién del ciclado térmico es otro punto gravitante del proceso. Cualquier
desviacion en las temperaturas de desnaturalizacion, alineacion y extension podria
prevenir la amplificacion 214, Esta configuracion, también fue realizada de acuerdo a lo

descrito en la literatura 137,

Finalmente, y quizéas uno de los factores mas desafiantes, es la presencia de inhibidores
de la reaccion de PCR. Estos compuestos interfieren con la PCR y reducen la eficiencia
de los procesos enzimaticos, conduciendo a resultados débiles o incluso falsos
negativos. Al-Soud y Radstrom 2% indican que algunas sustancias que incluyen
compuestos organicos, proteinas, polisacaridos complejos, tintes y iones metalicos,
actan como inhibidores de la reaccion. Dentro de estos compuestos, podemos
encontrar reactivos como fenol y etanol, que son remanentes de los procesos de
extraccion de acidos nucleicos que podrian inhibir la reaccion, junto a proteinasa K, e
incluso, algunos iones metalicos propios de reactivos utilizados en este proceso 2.

Este es un factor que se sugiere revisar en la proyeccion de esta tesis, con miras a
dilucidar este fendmeno, con el fin de complementar los resultados obtenidos en esta

investigacion.
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En resumen, los resultados de esta tesis contribuyen al conocimiento de la epidemiologia
molecular de SARM-AH entre los afios 2012 al 2017 en hospitales chilenos, asi como a
sus perfiles de susceptibilidad a los antibiticos, mecanismos resistencia a los
antibiéticos de uso clinico en Chile, y de los genes implicados en la produccién de
factores de virulencia de estas cepas. Ademas, entrega datos de la capacidad de
produccién de biopeliculaslas y una aproximacion de la contribucién de concentraciones
sub inhibitorias en la produccion de biopeliculas, y en el conocimiento del aporte de la
molécula de B-CLA, en combinacién con antibidticos de uso clinico en el tratamiento de
infecciones por SARM utilizados en Chile, en la erradicacion de una biopelicula

establecida.

105



CAPITULO VI: CONCLUSIONES

1. Las cepas de SARM-AH referidas por el ISP de Chile analizadas en esta tesis,
presentan prevalentemente, tanto a nivel fenotipico como genotipico, el perfil
clasico del clon Chileno/Cordobés. Esto es, a nivel molecular, SCCmec |-ST5-
t149.

2. Desde el punto de vista fenotipico, presentan el perfil de susceptibilidad a SXT,
RIF, LZD,DAP y VAN; y un perfil de multirresistencia marcado a los antibiéticos
del grupo MLSs, quinolonas y aminoglucésidos.

3. Poseen un amplio arsenal de genes virulencia, principalmente codificantes de
factores de adherencia, exoenzimas, toxinas y hemolisinas.

4. Eluso de concentraciones sub-CMI 3-CLA, VAN y DAP contribuyen al a formacion
de biopeliculas en una cepa con fenotipo no productor; sin embargo, el uso de
combinaciones a concentraciones sub-CMI de 1 pg/mL LZD, y de las
combinaciones de 1 pg/mL LZD +16 pg/mL B-CLA, 0,5 ug/mL VAN + 16 ug/mL B-
CLA y 0,125 ug/mL de DAP + 16 ug/mL B-CLA, provocan una disminucion de la

formacién de esta biopelicula, favoreciendo su erradicacion.

Por lo anterior, se acepta la hipotesis 1 de esta investigacion.

En el caso de la segunda hipotesis no fue posible comprobarla a pesar de los ajustes en

la metodologia planteada, por lo cual, se necesitan realizar otros ensayos para llegar a

resultados mas concluyentes.
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PROYECCIONES

En este trabajo se evidencia el efecto de la molécula de B-cloro-L-alanina en combinacion
con antibiéticos de uso clinico en Chile, para el tratamiento por infecciones de SARM; en
la formacién y desagregacion de biopeliculas bacterianas causadas por este patdgeno.
Se sugiere ensayar estos resultados con un nimero mayor de cepas, e incorporar el
efecto en la expresion de un mayor niumero de genes de virulencia implicados en la

formacion de biopeliculas, asi como también, de sus reguladores transcripcionales.

Seria ideal, incorporar técnicas de metabolémica dentro de la metodologia, que por su

costo, dificultan su realizacion.

Ademas, se hacen necesarios estudios de citotoxidad para evaluar el uso de esta
molécula en aplicaciones clinicas, como el uso de apdsitos en el tratamiento de heridas

prducidas por este patdgeno, y la erradicacién de biopeliculas de prétesis infectadas.

Finalmente, se recomienda ensayar el efecto de esta molécula en otros patdgenos

prevalentes de relevancia clinica, formadores de biopeliculas, como lo es Pseudomonas

aeruginosa.
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Abstract: Macrolides, lincosamides and type B streptogramins (MLSg) are important
therapeutic options to treat methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
infections; however, resistance to these antibiotics has been emerging. In Chile, there are
scarce data about the MLSg resistance phenotypes in both community- (CA) and hospital-
acquired (HA) MRSA isolates. Antimicrobial susceptibility to MLSs was determined for
sixty-eight non-repetitive isolates of each HA- (32) and CA-MRSA (36). Detection of
SCCmec elements, ermA, ermB, ermC, and msrA genes was performed by PCR. The
predominant clones were SCCmec I-ST5 (HA-MRSA) and type IVc-ST8 (CA-MRSA).
Most of the HA-MRSA isolates (97%) showed resistance to clindamycin, erythromycin,
azithromycin, and clarithromycin. Among CA-MRSA isolates, 28% were resistant to
erythromycin, azithromycin, and 25% to clarithromycin. All isolates were susceptible to
linezolid, vancomycin, daptomycin and trimethoprim/sulfamethoxazole and over 97% to
rifampicin. The ermA gene was amplified in 88% of HA-MRSA and 17% of CA-MRSA
isolates (p <0.001). The ermC gene was detected in 6% of HA-SARM and none of CA-
SARM isolates, whereas the msrA gene was only amplified in 22% of CA-MRSA (p
<0.005). Our results demonstrate the prevalence of the cMLSB resistance phenotype in
all HA-MRSA isolates in Chile, with the ermA being the predominant gene identified

among these isolates.
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1. Introduction

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is an important pathogen involved
in both human and animal infections 22'¢, Although MRSA was initially described
producing healthcare-associated infections (HA-MRSA), the appearance of community-
associated MRSA infections (CA-MRSA) has been documented since the 1990s °. MRSA
has shown a remarkable ability to develop resistance to a myriad of antibiotics, as well as
to different disinfectants and heavy metals 2’. Vancomycin (VAN), a member of the
glycopeptides, has been used as an important option to treat MRSA infections 2%,
However, the risk of dissemination of vancomycin-resistant or non-fully susceptible
strains suggests that this antibiotic should be used sparingly #°. For this reason,
macrolides (erythromycin [ERY]), lincosamides (clindamycin [CLI]), and streptogramins
B (MLSs) have emerged as an important therapeutic options to tackle CA-MRSA
infections 1220, However, the increased use of these antimicrobial has favored the
emergence of resistance to these drugs ®11%4221 Tg date, there are three main MLSs
resistance mechanisms described: i) changes in the ribosomal target site, which confers
cross-resistance to the entire MLSg group #22. This mechanism is conferred by ribosomal
mutations or methylation of the 23S rRNA target site, which are mediated by the erm
genes (mainly ermA, ermB and ermC) 223224, Another mechanism corresponds to ii) an
efflux-pump encoded by msrA, which can drive out 14- and 15-membered macrolides and

streptogramin B, producing the MSg phenotype 2%. Finally, another mechanism iii) relies
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on drug inactivation and it only confers resistance to lincosamides due to an enzyme
encoded by the Inu gene 22,

Significantly, the MLSgs phenotype can be either constitutive (cMLSg) or inducible (iMLSg)
154 Specifically, CLI, which is the MLSgs agent used for the treatment of S. aureus
infections, is a weak MLSg-resistance inducer and may lead to treatment failure due to
false susceptibility results displayed in in vitro antimicrobial susceptibility tests 2%,
Therefore, it is necessary to perform the CLI susceptibility test in the presence of a strong
inducer, such as ERY 222, Another key point is that antibiotic resistance genes that
mediates the MLSs-resistance phenotype are found in mobile-genetic elements (MGES)
and, in consequence, may be horizontally transferred to susceptible strains 2?’. In Latin
America, the resistance rates to MLSg antibiotics have been reported to be 74% and 81%
to ERY and CLI, respectively, among HA-MRSA isolates °,

In Chile, S. aureus is one of the main etiological agents in health care-associated
infections (HAIs) 154, Specifically, it is the main cause of surgical wound infections (27%)
and the second cause of pneumonia associated to invasive mechanical ventilation (21%).
Likewise, it is involved in bloodstream infections (18%) and infections of the central
nervous system (18%) %4, Despite these data, the MLSg-resistance phenotype among
HA- and CA-MRSA is still unknown among Chilean isolates. Therefore, the aim of our
study was to detect and characterize the MLSs- and MSg-resistance phenotypes among
HA-MRSA and CA-MRSA isolates collected between 2007 and 2017 from the S. aureus

surveillance program of the National Institute of Public Health of Chile (ISP).
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2. Results

2.1. Molecular characterization of MRSA isolates

All HA-MRSA (32) and CA-MRSA (36) isolates were resistant to FOX and mecA positive.
For HA-MRSA, the Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SSCmec) analysis
revealed the presence of the Type | and Type Il elements in 27 (84.4%) and 5 (15.6%)
isolates, respectively. In addition, in all isolates classified as HA-MRSA, the absence of
the pvl gene was confirmed. On the other hand, in all CA-MRSA (36) the pvl gene and
the type IV SSCmec cassette were detected. Of these, 24 (66.7%) harbored the cassette
subtype SSCmec IVc, whereas 11 (30.5%), and 1 (2.8%) amplified for the subtypes IVa,
and IVb, respectively; therefore, they were confirmed as CA-MRSA.

The MLST analyses of HA-MRSAshowed that 27 (84.4%) isolates belonged to ST5 and
5(15.6%) to ST105, whereas most CA-MRSA isolates belonged to the ST8 (27/36) (Table

1).

Table 1. Sequence types (ST) of methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains

isolated in Chile.

ST5 ST8 ST30 ST 105 ST 868 ST 923 ST 2802 Total

HA-

27 0 0 5 0 0 0 32
MRSA
CA-

1 28 4 0 1 1 1 36
MRSA
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2.2. Antimicrobial susceptibility testing

Thirty-one isolates (31/32) of HA-MRSA (97%) were resistant to macrolides and to CLI.
Moreover, 2 isolates (2/32) (6%) were resistant to CHL and 1 isolate (1/32) (3%) to RIF.
In the case of CA-MRSA, 10 isolates (10/36) (28%) were resistant to ERY, AZM and CLR,
but all were susceptible to CLI, CHL, and RIF (Table 2). Al HA-MRSA and CA-MRSA
isolates were susceptible to LZD, VAN, DAP and SXT (Table 4). Furthermore, in none of
the two groups of MRSA isolates was detected the iIMLS mechanism.

The antibiotic resistance profiles were determined for both HA-MRSA and CA-MRSA
isolates (Table 2). The HA-MRSA group showed more extended resistance profiles than
CA-MRSA. Among the HA-MRSA, the most prevalent resistance profile was CLI-ERY-
AZM-CLR with a 29% of isolates. On the other hand, in CA-MRSA group the most

prevalent antibiotic resistance profiles was ERY, AZM, CLR with a of 25% of isolates.
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Table 2: Antibiotic resistance profiles among methicillin-resistant Staphylococcus aureus

strains isolated in Chile.

CA-

Resistance profiles HA-MRSA* MRSA*
CLI ERY AZM CLR CHL 2 (6.3) 0

CLI ERY AZM CLR 29 (90.6) 0

CLI ERY AZM CLR RIF 1(3.1) 0

ERY AZM CLR 0 9 (25.0)
ERY AZM 0 1(2.8)
All susceptible 0 26 (72.2)

*No of isolates (percentage), CLI: clindamycin, ERY: erythromycin, AZM:
azithromycin, CLR: clarithromycin, CHL: chloramphenicol, RIF: rifampicin; HA-MRSA:
Hospital-acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus; CA-MRSA:

Community-acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus.

Table 3. Minimum-inhibitory concentration (ug/mL) of some antimicrobials against

methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains isolated in Chile.

Antimicrobials MICso MICa0
Linezolid 2 2
Vancomycin 1 1
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Daptomycin 0.25 0.25

2.3. Prevalence of msrA and erm genes

The ermA gene was amplified in 28 (88%) of HA-MRSA isolates compared to 6 (17%) in
CA-MRSA (p <0.001). Additionally, the ermC gene was found in 2 (6%) of HA-MRSA and
in none of CA-MRSA isolates (p> 0.05), and the ermB gene was detected in none of the
isolates. On the other hand, msrA was detected in 11 (31%) of the CA-MRSA isolates but

in none of the HA-MRSA (p <0.005).

Table 4. Antibiotic resistance, and presence of resistance genes in methicillin-resistant

Staphylococcus aureus strains isolated in Chile.

Percentage of resistance
Percentage of resistant isolates to:
genes:

CLI ERY AZM CLR CHL RIF ermA ermB ermC msrA

HA-MRSAS97 97 97 97 6 3 88 0 0 0

CA-MRSA O 28 28 25 O 0 17 0 6 31

CLI: clindamycin, ERY: erythromycin, AZM: azithromycin, CLR: clarithromycin, CHL.:
chloramphenicol, RIF: rifampicin; HA-MRSA: Hospital-acquired methicillin-resistant
Staphylococcus aureus; CA-MRSA: Community-acquired methicillin-resistant

Staphylococcus aureus.
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3. Discussion

In recent years we have observed an increased resistance to antibiotics, especially in
those used for the treatment of serious infections associated with health care. MLSgs group
are antibiotics commonly used to treat skin and soft tissue infections caused by CA-MRSA
221 The present study reports percentages of resistance to antibiotics in the MLSs
group >90% in HA-MRSA. This finding agrees with the results of previous studies carried
out with strains collected in Chile 3*152, On the other hand, 20% of strains of CA-MRSA
were resistant to MLSge group. These results show lower rates of resistance to these
antibiotics in comparison to the official reports of the National Institute of Public Health of
Chile (20% v/s 29%, respectively). On the other, our results showed higher values than
previous reports that included strains isolated in Latin America, among both HA-MRSA
(81% for ERY and 74% for CLI) and CA-MRSA 151.154.155.157.158,228,229

Among the isolates included in this work, the predominant phenotype was the cMLSs
phenotype. Molecular characterization of 68 MLSB-resistant MRSA revealed that among
HA-MRSA, 88% were positive for ermA. While, in the CA-MRSA strains, 17% were
positive for ermA, 6% for ermC, and 31% for msrA. The main mechanism of resistance
to macrolides in CA-MRSA is mediated by the presence of the msrA gene, which results
agree with previously published data 2%.

Our results are in agreement with previous reports about the predominance of SCCmec
type I-ST5 in HA-MRSA in Chile with classic resistance profiles of the Chilean/Cordobes
clone that has a marked presence in hospitals of our country 153%! and isolates of type
IV-ST8 in CA-MRSA in Latin America, related to USA-300 clone 152, On the other hand,

the dichotomy regarding the presence of MLSs or MSg resistance among HA-MRSA
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isolates highlights compared with CA-MRSA (97% vs approximately 25%, reaching
statistical significance, p < 0.005). However, it is important to emphasize that these
findings, which are consistent with the classic concept that hospital isolates of MRSA are
multi-resistant and the community-based multi-susceptible and only resistant to [3-
lactams, should be monitored, since 20% of the isolates of CA-MRSA were resistant to
antibiotics in this group, that is, 1 over 5 isolates were not widely susceptible. Accordingly,
it is important to perform the proper laboratory detection of these phenotypes to analyze
these isolates, since if the criterion of resistance to methicillin and broad susceptibility is
the method of choice, other families, including those of the MLSgs group, could obtain
biased results.

All the strains analyzed are susceptible to VAN, LZD, DAP and SXT, keeping these
antibiotics as an alternative treatment within the therapeutic arsenal available in Chile,
which is consistent with previous reports %164,

In summary, despite the higher frequency of the cMLSs phenotype than iMLSs in this
study, we recommend performing the D test to identify clindamycin-induced resistance
and guide therapeutic procedures in both HA-MRSA and CA-MRSA. Likewise, it is not
recommended ruling out the submission of suspected CA-MRSA strains in surveillance

programs based exclusively on the criterion of resistance only to B-lactams.

4. Materials and Methods
4.1. MRSA isolates
In this study were included thirty-two non-repetitive HA-MRSA isolates recovered from

eight Chilean cities between 2007 and 2017 (Table 5) and thirty-six CA-MRSA isolates
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collected in ten Chilean cities between 2012 and 2017 (Table 6). All isolates were selected
from the biorepository maintained by the National Institute of Public Health of Chile (ISP),
Santiago, Chile]. All isolates were cryo-preserved at -80°C in glycerol (50% v/v) and

trypticase broth (2:1). The ISP criteria were used to define HA-MRSA and CA-MRSA 15,
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Table 5. Hospital-acquired methicillin-resistant  Staphylococcus aureus isolates from

different Chilean cities.

City Number of isolates
Santiago 15
Rancagua 2
Talca 1
Concepcion 2
Los Angeles 1
Temuco 3
Osorno 1
Puerto Montt 7
Total 32

Table 6. Community-acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus isolates from

various Chilean cities.

City Number of isolates
Valparaiso 1
Vifia del Mar 1
Santiago 14
Rancagua 2
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Talca 1
Concepcion 5
Osorno 1
Los Angeles 1
Temuco 3
Puerto Montt 7
Total 36
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4.2. Antimicrobial susceptibility testing

The cefoxitin test (FOX, 30 pg) for methicillin resistance detection, D-test, IMLSs, CMLSs
and MS phenotypes detection and antibiotics susceptibility determination, were
performed by disk diffusion method on Mueller-Hinton Agar following the CLSI
recommendations and suggested breakpoints (2018) 124125232 The antibiotics tested were
erythromycin (ERY, 15 ug), clarithromycin (CLR, 15 ug), azithromycin (AZM, 15 ug),
clindamycin (CLI, 2 ug), chloramphenicol (CHL, 30 ug), rifampicin (RIF, 5 ug), and
trimethoprim/sulfamethoxazole (SXT, 25 ug).

The minimal inhibitory concentrations (MICs) of linezolid (LZD), vancomycin (VAN), and
daptomycin (DAP) were determined using the broth microdilution method, according to

CLSI guidelines and recommended breakpoints 124125,

4.3. Characterization of MRSA isolates

The presence of mecA, pvl in MRSA isolates, and the detection and characterization of
the SCCmec element were performed by PCR-based protocols as previously described
122126129 Sequence types (ST) were obtained according to Opazo-Capurro et al. 2019,
using the Pasteur's scheme STs employing the bioinformatic tools available at the Center

for Genomic Epidemiology (CGE) server (http://www.genomicepidemiology.org/). 2.

4.4. Molecular detection of antibiotic resistance genes
The detection of genes involved in the MLSgs (ermA, ermB and ermC) and MSg (msrA)
phenotypes were screened by conventional PCR according to protocols and primers

previously described ¢7 (supplementary material 1).
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4.5. Statistical analyses

Pearson's Chi square test was used to determine associations between antibiotic
resistance profiles, MLSg resistance genes and MRSA types (CA or HA-MRSA). This was
achieved utilizing the IBM SPSS Statistics version 23.0 software (SPSS Inc, Chicago, IL),

establishing statistical significance at p <0.05 234,

5. Conclusions

In Chile, in isolates of HA-MRSA, there is an evident predominance of ST5-SCCmec |, a
Chilean/Cordobes clone, characteristically multiresistant, which includes resistance to
antibiotics from the MLSg group; and susceptible to SXT and RIF. On the other hand, at
the community level (CA-MRSA) there is an emergency of ST8-SCCmec |V, related to
clone USA 300. Thus, microbiological surveillance of these isolates at the nosocomial
level is required to verify whether the Chilean/Cordobes clone, will be replaced by this
community clone in Chile, and to monitor whether the latter will continue to increase its

resistance to non-beta-lactam antibiotics, such as those of the MLSs group.
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Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at:

www.mdpi.com/xxx/s1, Table S1: Primers used in this study.

Gene Primer sequence (5’-3’) Product

target size (bp)
F-TATCTTATCGTTGAGAAGGGAT

ermA 139
R-CTACACTTGGCTTAGGATGAAA
F- GAAAAGGTACTCAACCAAATA

ermB 163
R- AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC
F-CTTGTTGATCACGATAATTTCC

ermC 190
R-ATCTTTTAGCAAACCCGTATTC
F-TCCAATCATAGCACAAAATC

msrA 163
R-AATTCCCTCTATTTGGTGGT
F-

pvi ATCATAGGTAAAATGTCTGACATGATCCA 433
R-GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC
F-GTGAAGATATACCAAGTGATT

mecA 147
R-ATGCGCTATAGATTGAAAGGAT
F-GCTTTAAAGAGTGTCGTTACAGG

SCCmecl 613
R-GTTCTCTCATAGTATGACGTCC
F-CGTTGAAGATGATGAAGCG

SCCmecll 398

R-CGAAATCAATGGTTAATGGACC
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SCCmecll,
VI
Mercury
elemnt of
SCCmeclll
SCCmec Il
and I1A
SCCmec
IVa
SCCmec
IVb, IVF
SCCmec
Ve, IVE
SCCmec
Ivd
SCCmec

IVE, IVF

SCCmec V

SCCmec

VI, VI

F-TAGCTTATGGTGCTTATGCG

R-GTGCATGATTTCATTTGTGGC

F-CCATATTGTGTACGATGCG

R-CCTTAGTTGTCGTAACAGATCG

F-TTCTCATTGATGCTGAAGCC

R-GTGTAATTTCTTTTGAAAGATATGG

F-GCCTTATTCGAAGAAACCG

R-CTACTCTTCTGAAAAGCGTCG

F-TCTGGAATTACTTCAGCTGC

R-AAACAATATTGCTCTCCCTC

F-CCTGAATCTAAAGAGATACACCG

R-GGTTATTTTCATAGTGAATCGC

F-CTCAAAATACGGACCCCAATACA

R-TGCTCCAGTAATTGCTAAAG

F-CAGATTCATCATTTCAAAGGC

R-AACAACTATTAGATAATTTCCG

F-GAACATTGTTACTTAAATGAGCG

R-TGAAAGTTGTACCCTTGACACC

F-ATCGCTCATTATGGATACYGC

R5-CCATTTTTTGATAACCTGAACG

R6- CTATTTTTTTATAGCCTGAACG

128

280

257

776

493

200

881

175

325

106

145



Author Contributions: Conceptualization: M.Q.-A.; A.A.-R.; S.M.-M.; A.O.-C.; H.B.-T;
G.G.R.; methodology; software: M.Q.-A.; A.A.-R.; C.C.; D.M.; P.S..; validation: formal
analysis: M.Q.-A.; data curation, M.Q.-A.; A.A.-R.; A.O.-C.; writing—original draft
preparation: M.Q.-A.; writing-review and editing: M.Q.-A.; A.A.-R.; A.O.-C ; S.M.-M; H.B.-
T.; J.M.M.; J.C.H.; G.G.-R.; visualization: M.Q.-A., A.O.-C; G.G.-R..; supervision: G.G.-
R..; project administration: A.A.-R.; G.G.-R. All authors have read and agreed to the

published version of the manuscript.

Funding: This research was supported by Universidad de Concepcion, Grant VRID N°
218.085.040-1.0IN (A.A.-R.; G.G.-R.; H.B.-T.; S.M.-M.), the National Agency for
Research and Development (ANID)/Scholarship Program/DOCTORADO
NACIONAL/2017 21171278 (M.Q.-A.) and by FONDECYT 1171805, the National Fund

for Scientific and Technological Development (FONDECYT) of Chile (J.M.M.).

Acknowledgments: We want to thank the microbiologists of the Chilean Hospitals and

the National Institute of Public Health of Chile (ISP), who kindly provided the isolates for

this study.

Conflicts of Interest: The authors declare that there are no conflicts of interest.

146



References

[1] Foster TJ. The remarkably multifunctional fibronectin binding proteins of
Staphylococcus aureus. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2016.

[2] Carfora V, Giacinti G, Sagrafoli D, Marri N, Giangolini G, Alba P, et al. Methicillin-
resistant and methicillin-susceptible Staphylococcus aureus in dairy sheep and in-
contact humans: An intra-farm study. Journal of Dairy Science 2016;99:4251-8.

[3] Chambers HF, Deleo FR. Waves of resistance: Staphylococcus aureus in the
antibiotic era. Nat Rev Microbiol 2009;7:629-41.

[4] Malachowa N, Deleo FR. Mobile genetic elements of Staphylococcus aureus.
Cellular and Molecular Life Sciences 2010;67:3057-71..

[5] Zou H, Li G. Clinical practice guidelines for the diagnosis and management of
intravascular catheter-related infection: 2009 update by the Infectious Diseases Society
of America. Chinese Journal of Infection and Chemotherapy 2010;10:81—4.

[6] Chang S, Sievert DM, Hageman JC, Boulton ML, Tenover FC, Downes FP, et al.
Infection with Vancomycin-Resistant Staphylococcus aureus Containing the vanA
Resistance Gene. New England Journal of Medicine 2003;348:1342—-7..

[7] Archer NK, Mazaitis MJ, William Costerton J, Leid JG, Powers ME, Shirtliff ME.
Staphylococcus aureus biofilms: Properties, regulation and roles in human disease.
Virulence 2011;2:445-59.

[8] Turner NA, Sharma-Kuinkel BK, Maskarinec SA, Eichenberger EM, Shah PP,
Carugati M, et al. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus: an overview of basic and

clinical research. Nature Reviews Microbiology 2019;17:203-18.

147



[9] Pereira JN da P, Rabelo MA, Lima JL da C, Neto AMB, Lopes AC de S, Maciel
MAV. Phenotypic and molecular characterization of resistance to macrolides,
lincosamides and type B streptogramin of clinical isolates of Staphylococcus spp. of a
university hospital in Recife, Pernambuco, Brazil. Brazilian Journal of Infectious
Diseases 2016;20:276-81.

[10] Arias CA, Reyes J, Carvajal LP, Rincon S, Diaz L, Panesso D, et al. A
prospective cohort multicenter study of molecular epidemiology and phylogenomics of
Staphylococcus aureus bacteremia in nine Latin American countries. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy 2017;61.

[11] Sarrou S, Malli E, Tsilipounidaki K, Florou Z, Medvecky M, Skoulakis A, et al.
MLS B -Resistant Staphylococcus aureus in Central Greece: Rate of Resistance and
Molecular Characterization. Microbial Drug Resistance 2019;25:543-50.

[12] Steward CD, Raney PM, Morrell AK, Williams PP, McDougal LK, Jevitt L, et al.
Testing for induction of clindamycin resistance in erythromycin-resistant isolates of
Staphylococcus aureus. Journal of Clinical Microbiology 2005;43:1716-21.

[13] Weisblum B. Erythromycin resistance by ribosome modification. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy 1995;39:577-85.

[14] Miklasi M, Kostoulias X. Mechanisms of Resistance to Macrolide Antibiotics
among Staphylococcus aureus. Antibiotics 2021, Vol 10, Page 1406 2021;10:1406.
[15] Reynolds E, Ross JI, Cove JH. Msr(A) and related macrolide/streptogramin
resistance determinants: Incomplete transporters? International Journal of Antimicrobial

Agents 2003;22:228-36.

148



[16] Drinkovic D, Fuller ER, Shore KP, Holland DJ, Ellis-Pegler R. Clindamycin
treatment of Staphylococcus aureus expressing inducible clindamycin resistance [1].
Journal of Antimicrobial Chemotherapy 2001;48:315-6.

[17] Feller AT, Wang Y, Wu C, Schwarz S. Mobile macrolide resistance genes in
staphylococci. Plasmid 2018;99:2-10.

[18] Otaiza F, Orsini M, Pohlenz M, Tarride T. Informe de Vigilancia de Infecciones
Asociadas a la Atencion en Salud. 2017. https://www.minsal.cl/wp
content/uploads/2015/09/informe-vigilancia-2017.pdf

[19] Instituto de Salud Puablica de Chile. Vigilancia de Staphylococcus aureus
meticilina resistente adquirido en la comunidad. vol. 7. Santiago de Chile: 2017.
https://www.ispch.cl/sites/default/files/BoletinStahylococcusResistente-
20062018A%20(1).pdf

[20] Wayne PC and LSI. CLSI. Performance Standards for Antimicrobial Disk
Susceptibility Tests; Approved Standard—Eleventh Edition. CLSI document M02-A11.
13th ed. Pennsylvania: 2018.

[21] Wayne PC and LSI. CLSI. Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests
f or Bacteria That Grow Aerobically; Approved Standard—Ninth Edition. CLSI document
MO7-A9. 11th ed. Pennsylvania: 2018.

[22] Wayne PC and LSI. CLSI. Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility
Testing; Twenty-Fifth Informational Supplement. CLSI document M100. 30th ed.

Pennsylvania: 2020.

149



[23] Zhang K, McClure JA, Conly JM. Enhanced multiplex PCR assay for typing of
staphylococcal cassette chromosome mec types | to V in methicillin-resistant
Staphylococcus aureus. Molecular and Cellular Probes 2012;26:218-21.

[24] Kondo Y, Ito T, Ma XX, Watanabe S, Kreiswirth BN, Etienne J, et al. Combination
of multiplex PCRs for staphylococcal cassette chromosome mec type assignment:
Rapid identification system for mec, ccr, and major differences in junkyard regions.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2007;51:264—74.

[25] Lina G, Piémont Y, Godail-Gamot F, Bes M, Peter M-O, Gauduchon V, et al.
Involvement of Panton-Valentine leukocidin-producing Staphylococcus aureus in
primary skin infections and pneumonia. Clin Infect Dis 1999;29:1128-32.

[26] Opazo-Capurro A, Higgins PG, Wille J, Seifert H, Cigarroa C, Gonzalez-Mufioz
P, et al. Genetic Features of Antarctic Acinetobacter radioresistens Strain A154
Harboring Multiple Antibiotic-Resistance Genes. Frontiers in Cellular and Infection
Microbiology 2019;9.

[27] OSD,CL,EVN,CGT,TYV,LSI. Detection of Aminoglycoside and Macrolide
Resistance Mechanisms in Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus. Revista
Medico-Chirurgicala a Societatii de Medici Si Naturalisti Din lasi 2016;120:886—91.
[28] Jara D, Bello-Toledo H, Dominguez M, Cigarroa C, Fernandez P, Vergara L, et
al. Antibiotic resistance in bacterial isolates from freshwater samples in Fildes
Peninsula, King George Island, Antarctica. Sci Rep 2020;10:3145.

[29] GM,ALE,CO,LO,HF,JLB, etal. Molecular epidemiology of hospital-onset
methicillin-resistant Staphylococcus aureus infections in Southern Chile. Eur J Clin

Microbiol Infect Dis 2013;32:1533-40.

150



[30] Pardo L, Machado V, Cuello D, Aguerrebere P, Seija V, Braga V, et al.
Macrolide-lincosamide-streptogramin B resistance phenotypes and their associated
genotypes in Staphylococcus aureus isolates from a tertiary level public hospital of
Uruguay. Revista Argentina de Microbiologia 2020;52:202-10.

[31] Reyes J, Hidalgo M, Diaz L, Rincén S, Moreno J, Vanegas N, et al.
Characterization of macrolide resistance in Gram-positive cocci from Colombian
hospitals: a countrywide surveillance. International Journal of Infectious Diseases
2007;11:329-36.

[32] Reyes J, Rincon S, Diaz L, Panesso D, Contreras GA, Zurita J, et al.
Dissemination of Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA), USA300
Sequence Type 8 Lineage in Latin-America. Clin Infect Dis 2009;49:1861.

[33] Egea AL, Gagetti P, Lamberghini R, Faccone D, Lucero C, Vindel A, et al. New
patterns of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) clones, community-
associated MRSA genotypes behave like healthcare-associated MRSA genotypes
within hospitals, Argentina. International Journal of Medical Microbiology
2014;304:1086-99.

[34] Planet PJ, Diaz L, Kolokotronis SO, Narechania A, Reyes J, Xing G, et al.
Parallel epidemics of community-associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus
USA300 infection in North and South America. Journal of Infectious Diseases
2015;212:1874-82.

[35] VegaF, Alarcén P, Dominguez M, Bello H, Riedel G, Mella S, et al. Aislamiento
de Staphylococcus aureus hetero-resistente a vancomicina en Hospital Clinico

Regional de Concepcion, Chile. Revista Chilena de Infectologia 2015;32:588-90.

151



ANEXO |

Tabla 14: Lecturas de los experimentos de microscopia confocal a biopelicula madura,
utilizadas para la confeccion de los graficos.

Volumen Volumen Intensidad Intensidad

Muestra verde (um3) | rojo (um3) media verde media rojo
BLANCO UCOSA-58 0 0 0 0
BLANCO UCOSA-77 0 71 1166 1501
SIN ATB ATCC 29213 475210 415 1738 1194
SIN ATB UCOSA-58 11844 1514 1979 1604
SIN ATB UCOSA-58 518921 369284 4048 1637
SIN ATB UCOSA-77 464783 442468 5843 3757
SIN ATB UCOSA-77 500058 437439 4060 2564
SIN ATB UCOSA-77 124461 90781 3577 1953
SIN ATB UCOSA-99 10 0 1185 0
BCHL ATCC 29213 56395 54646 1877 1945
BCHL ATCC 29213 219471 167325 2276 2071
BCHL ATCC 29213 23646 22238 1861 1859
BCHL UCOSA-58 852425 676600 2663 1616
BCHL UCOSA-58 701935 758012 3363 3419
BCHL UCOSA-77 874815 867257 3747 3471
BCHL UCOSA-77 393317 447703 2603 2656
BCHL UCOSA-77 323776 372534 2258 2325
BCHL UCOSA-99 462737 468990 2074 2182
BCHL UCOSA-99 475914 461169 2091 2039
BCHL UCOSA-99 228581 247654 1605 1665
DAP UCOSA-58 736923 908708 2788 4222
DAP UCOSA-58 338928 576286 1620 2240
DAP UCOSA-77 1157080 1295790 2224 2677
DAP UCOSA-77 501010 747351 2046 2889
DAP BCHL ATCC 29213 17153 59667 2043 3389
DAP BCHL ATCC 29213 42931 112728 2339 4153
DAP BCHL UCOSA-58 3651 4738 1547 1629
DAP BCHL UCOSA-58 13953 40270 2493 2701
DAP BCHL UCOSA-58 129566 200982 1889 1774
DAP BCHL UCOSA-58 13703 6386 2566 2504
DAP BCHL UCOSA-77 12382 3118 1808 1861
DAP BCHL UCOSA-77 845 168 1730 2247
DAP BCHL UCOSA-77 112 599 1303 20M
DAP BCHL UCOSA-99 1969 9615 2021 3052
DAP BCHL UCOSA-99 9879 22463 1961 2559
LZD ATCC 29213 20383 18687 2195 1907
LZD ATCC 29213 10395 7483 2075 2145
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LZD ATCC 29213 14610 10785 2185 2012
LZD UCOSA-58 0 0 0 0
LZD UCOSA-77 305 352 1912 2237
LZD UCOSA-77 40764 18430 1249 1285
LZD UCOSA-77 0 1136 0 1700
LZD UCOSA-99 545 1609 2391 2849
LZD UCOSA-99 47301 53391 3832 2532
LZD UCOSA-99 18913 26543 1965 2157
LZD BCHL ATCC 29213 54004 301536 1948 3657
LZD BCHL ATCC 29213 28334 476859 6008 2077
LZD BCHL ATCC 29213 20529 123866 1840 2142
LZD BCHL UCOSA-57 646054 638615 2357 2801
LZD BCHL UCOSA-57 289609 517634 2271 7679
LZD BCHL UCOSA-57 200155 295874 2525 3708
LZD BCHL UCOSA-77 4436 211546 1121 2406
LZD BCHL UCOSA-77 1262 380795 1338 2825
LZD BCHL UCOSA-77 79928 708267 1295 3883
LZD BCHL UCOSA-99 325605 495731 1966 2849
LZD BCHL UCOSA-99 155812 274329 1737 2541
VAN ATCC 29213 214473 251776 1918 2211
VAN ATCC 29213 270398 397394 2200 3496
VAN ATCC 29213 295626 335470 1854 2118
VAN ATCC 29213 159373 202049 1771 2097
VAN ATCC 29213 214296 240724 1759 1791
VAN ATCC 29213 112696 431665 1658 4667
VAN UCOSA-58 659825 760053 1551 1964
VAN UCOSA-58 440893 645609 1359 1683
VAN UCOSA-58 621495 676089 2855 3459
VAN UCOSA-77 854919 860245 7682 9404
VAN UCOSA-77 862383 899219 4658 4610
VAN UCOSA-77 785132 918504 3212 7588
VAN UCOSA-99 381 189095 12857 1722
VAN UCOSA-99 84478 216518 1394 1916
VAN UCOSA-99 2942 8378 2076 1791
VAN UCOSA-99 347423 782434 1873 4935
VAN UCOSA-99 71647 230015 1783 3099
VAN UCOSA-99 5685 386796 1420 4151
VAN BCHL ATCC 29213 26995 366837 1313 2748
VAN BCHL ATCC 29213 32582 371646 1549 2582
VAN BCHL ATCC 29213 378383 575843 3804 15615
VAN BCHL UCOSA-58 48358 243463 2421 3054
VAN BCHL UCOSA-58 30580 188685 2235 3031
VAN BCHL UCOSA-77 1262 266311 1265 1403
VAN BCHL UCOSA-77 0 1182 1299 1478
VAN BCHL UCOSA-99 2367 32393 1215 1442

153



VAN BCHL UCOSA-99

208353

384726

2111

14492

VAN BCHL UCOSA-99

173655

479692

2000

8316
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