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RESUMEN 

 

  Staphylococcus aureus es un importante patógeno bacteriano implicado en infecciones 

humanas y animales. Desde su aparición, al inicio de la era antibiótica, S. aureus 

resistente a meticilina (SARM) ha mostrado gran capacidad de incorporar genes que 

codifican determinantes de resistencia a múltiples antibióticos y un gran arsenal de 

factores de virulencia. Además, SARM representa un gran problema debido la 

persistencia de infecciones asociadas a dispositivos médicos, principalmente por la 

capacidad de formar biopelículas, permitiéndole resistir el tratamiento antibiótico, incluso 

en cepas que no presentan determinantes genéticos de resistencia, lo que finalmente 

ocasiona el retiro de la prótesis del paciente. En el último tiempo, se han probado 

alternativas al tratamiento terapéutico habitual, empleando combinaciones de 

antibióticos usados en la práctica clínica, o bien, utilizando compuestos capaces de 

desagregar biopelículas. En algunos aislados de SARM se ha demostrado que el uso de 

algunos antibióticos puede incluso aumentar la expresión de genes implicados en la 

formación de biopelículas, generando fenotipos hiperadhesivos. Por esta razón, es 

importante conocer la capacidad de formación de biopelículas y la epidemiología de las 

cepas de SARM circulantes en Chile. Recientemente, β-cloro-L-alanina (β-CLA), un 

compuesto con actividad antibacteriana, ha mostrado desagregar biopelículas de SARM 

en combinación con fosfomicina. Sin embargo, se desconoce el efecto de este 

compuesto en combinación con otros antibióticos usados en clínica sobre la expresión 

de los genes que codifican factores de virulencia asociados a la formación de 

biopelículas. Es por esto, que en esta tesis doctoral se planteó como objetivo general 

caracterizar las cepas de SARM provenientes de hospitales de Chile y determinar el 
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efecto de antibióticos utilizados en el tratamiento de SARM y la combinación de ellos con 

β-CLA en la formación de biopelículas como también en la expresión de genes que 

codifican factores de virulencia asociados con esta capacidad de cepas de SARM 

aisladas en hospitales de Chile.  Inicialmente, se trabajó con 50 cepas categorizadas por 

el Instituto de salud Pública de Chile como SARM hospitalarias, aisladas entre los años 

2007 y 2017, las cuales fueron caracterizadas en función del perfil de susceptibilidad a 

linezolid, daptomicina y vancomicina; el tipo de cassette SCCmec; y tipificación molecular 

mediante macrorrestricción con enzima SmaI y electroforesis de campo pulsante 

(PFGE). Además se confirmó el fenotipo de meticilino resistencia mediante la prueba de 

susceptibilidad a cefoxitina y la detección del gen mecA por reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) convencional. Posteriormente, se realizó la secuenciación del genoma 

completo (Illumina® MiSeq) utilizando Unicycler v0.4.8 y Spades v3.15.4 para su 

ensamblaje, visualización con Bandage v0.8.1 y anotación genómica mediante Prokka. 

Se identificaron los loci tipo multilocus (MLST), spa type, se confirmó la tipificación 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 formación de 

biopelículas se evaluó mediante ensayos de adherencia en placas de 96 pocillos, y la 

formación y erradicación de biopelículas en presencia de los antibióticos linezolid, 

daptomicina y vancomicina solos y asociados con β-CLA fue investigada en placas de 

poliestireno de 6 pocillos de fondo plano, con una lámina de acero inoxidable lisa, las 

que posteriormente se sometieron a tinción mediante LIVE/DEAD® Baclight™ Bacterial 

Viability Kit y analizadas por microscopía electrónica confocal (MEC), para evaluar 
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viabilidad de las cepas y grosor de la biopelícula tras la exposición a los compuestos 

antibacterianos. 

Se confirmó el fenotipo meticilino resistente en las 50 cepas referidas por el ISP de Chile, 

además de la presencia del gen mecA. Se determinó que el 76% de las cepas de SARM 

presentaban el SCCmec tipo I, 14% SCCmec tipo II, 8% el SCCmec tipo IVa y 1 cepa 

(2%) el SCCmec tipo IVc. El MLST determinó 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, encontrándose en el 33% 

de las cepas, seguido del t002 en el 12% de éstas. En cuanto al  agr predominante, grupo 

agr era tipo II (30%) fue el más presente, y en la misma línea, la tipificación del 

polisacárido capsular determinó 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 tipificación molecular de los SCCmec 

determinó su origen comunitario. Y de acuerdo al criterio de inclusión no se siguióo 

trabajando con estas cepas. 

Las cepas presentaron un perfil de multirresistencia, destacando un 98% de resistencia 

a los antibióticos 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 antibióticos, como son los que codifican 

enzimas modificantes de aminoglucósidos: aac(6')-Ie-aph(2'')-Ia (82%), aad(6) y ant(6)-

Ia (64%), aadD (16%), aadE (7%), ant(9)-Ia (98%), ant(4')-Ib (16%), sat4 (40%), aph(3')-

IIIa (64%), enzimas metilasas: ermA (98%), ermC (4%), betalactamasa: blaZ (82%), 
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rifampicina fosfotransferasa: rphB (91%), y dihidrofolato reductasa: dfrC (1%). Además, 

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 caracterización de genes que codifican factores de virulencia implicados 

en la formación de biopelículas, el 98% de las cepas presentaron el gen fnbA y 26% el 

gen fnbB (codifiantres de las proteínas de unión a fibronectina A y B, respectivamente); 

98% el operón icaABCDR; 80% hly/hla y el todas portaban los genes hlb y hld, 

codificantes de las hemolisinas b y d, respectivamente. No se detectó 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 adhesión, 

producción de exoenzimas, toxinas, enterotoxinas y la captación de hierro.  

Los estudios de relación genética mostraron la presencia de 5 clados,  destacando el 

clado principal con cepas portadoras del SCCmec I distribuídas en la zona centro sur de 

Chile entre los años 2012 al 2017. 

Los estudios de formación de biopelículas indicaron que sólo el 73% de las cepas eran 

productoras de biopelículas, y que el 55% y el 18% del total mostraron un índice de 

formación de biopelículas débil (DFBP) y moderado (MFBP), respectivamente. De estas 

cepas se seleccionó una de cada fenotipo y se realizaron ensayos de formación y 

erradicación de biopelículas en presencia de VAN, DAP, LZD y β-CLA separadamente, 

y en en combinación con este último. Los análisis de MEC indicaron que la cepa no 

formadora de biopelículas presentó un aumento de la biomasa viva de la biopelícula 

madura en concentraciones sub-CMI de VAN, DAP y β-CLA, y una disminución 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 + β-CLA, VAN + β-CLA y DAP + β-CLA (p= 0,019) y sub-CMI de 

VAN, DAP, β-CLA, LZD + β-CLA, VAN + β-CLA y DAP+ β-CLA (p=0,037), 

respectivamente; lo cual indica que a estas concentraciones ensayadas se induce la 

muerte celular dentro en la biopelícula, permitiendo además su desagregación. 

Las cepa con fenotipo DFBP no mostró cambios en la producción de biopelículas frente 

a los compuestos ensayados. 

Los ensayos de expresión de genes de virulencia no arrojaron resultados concluyentes 

con la metodología ensayada. 

Las cepas de SARM-AH referidas por el ISP de Chile analizadas en esta tesis, presentan 

prevalentemente, a nivel tanto fenotípico como genotípico, el perfil clásico 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 β-CLA, VAN y DAP contribuyen al a formación de 

biopelículas en una cepa con fenotipo no productor de biopelículas. El uso de 

combinaciones a concentraciones sub-CMI de 1 µg/mL LZD, y de las combinaciones de 

1 µg/mL LZD +16 µg/mL β-CLA, 0,5 µg/mL VAN + 16 µg/mL β-CLA y 0,125 µg/mL de 

DAP + 16 µg/mL β-CLA, provocan una disminución de la formación de esta biopelícula, 

favoreciendo su erradicación. 
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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, β-chloro-L-alanine (β-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 β-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 SmaI 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 (Illumina® 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 β-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 I, 14% SCCmec type II, 8% SCCmec type Iva, 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 II (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')-Ie-aph(2'')-Ia (82%), aad(6) and ant(6)-Ia (64%), aadD (16%), aadE 

(7%), ant(9)-Ia (98%), ant(4')-Ib (16%), sat4 (40%), aph(3')-IIIa (64%), methylase 

enzymes: ermA (98%), ermC (4%), beta-lactamase: blaZ (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 arlRS. 

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 I 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 β-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 β-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 + β-CLA, VAN + β-CLA and DAP + β-CLA (p = 0.019) and 

sub-MIC of VAN, DAP, β-CLA, LZD + β-CLA, VAN + β-CLA and DAP+ β-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 β-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 µg/mL LZD, and of combinations of 1 µg/mL LZD +16 

µg/mL β-CLA, 0.5 µg/mL NPV + 16 µg/mL β-CLA and 0.125 µg/mL of DAP + 16 µg/mL 

β-CLA, cause a decrease in the formation of this biofilm, favoring its eradication. 
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CAPÍTULO I: INTRODUCCIÓN 

 

Staphylococcus  aureus es un importante patógeno que coloniza el epitelio de las narinas 

anteriores y superficies mucosas en humano 1 y animales 2,  y es reconocido como el 

principal agente causal de infecciones de piel y partes blandas. También es implicado 

como agente etiológico en infecciones cardiovasculares y osteoarticulares, neumonías, 

infecciones asociadas a cuerpos extraños, sepsis y hasta toxemia severa, incluyendo el 

síndrome del shock tóxico 3,4  y, también, mastitis en el ganado 5. Antes del inicio de la 

era antibiótica, la mortalidad por bacteriemia estafilocócica era sobre el 80%, por lo que 

el descubrimiento de la penicilina significó un importante avance en la medicina 6. En 

1942, tan sólo 2 años después de la introducción de la penicilina G, se documentaron los 

primeros casos de cepas resistentes a este fármaco 7, mediada por la inactivación de la 

molécula por una β-lactamasa/penicilinasa 8.  En 1959 se introdujo al mercado la 

meticilina, β-lactámico semisintético resistente a la acción de la penicilinasa descrita 

hasta entonces, debido a la estructura diferente de este nuevo antibiótico. 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, aún en países en los cuales este 

medicamento no estaba disponible; marcando el inicio de la era del S. aureus resistente 

a meticilina (SAMR) 9. A diferencia de la resistencia a penicilina, ésta se genera por la 

síntesis de una PBP adicional con baja afinidad por los β-lactámicos, denominada PBP2a 

(figura 1a, 1b), codificada por el gen mecA (figura 1c), ubicado en un elemento genético 

móvil llamado SCCmec (Staphylococcal Cassette Chromosome mec), y de los cuales a 

la fecha se han descrito 14 variantes 10 (tipos), con algunos subtipos (figura 2).  
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Figura 1: Estructura de la proteína de unión a penicilina 2a (PBP2a) de   Staphylococcus aureus 

resistente a la meticilina (MRSA). (a) Vista de un monómero de PBP2a. La serina del sitio activo 

(posición 403) se muestra como esferas azules. El sitio alostérico se denota por el resaltado de 

dos de los residuos que son importantes en su interacción con ceftarolina: Y105 (esferas verdes) 

e Y297 (esferas amarillas). (b) Vista de topología de superficie de la misma molécula. Ambas 

estructuras están coloreadas según la estructura secundaria: hélice, rojo; hoja, amarillo; lazo, 

verde. Figura generada a partir del código 1VQQ de Protein Data Bank usando PYMOL. (c): 

Regulación de la resistencia a meticilina. En ausencia del antimicrobiano, MecI actúa como 

represor del complejo de genes mec tras unirse en forma de homodímero a la región operadora. 

En presencia del β-lactámico, éste se une al dominio PBP de MecR1 el que se activa y gatilla la 

ruptura de MecI, liberando la represión y permitiendo de esta forma la expresión 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: Comparación esquemática 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: Composición de los actuales tipos de SCCmec* 

 

SCCmec complejo ccr complejo mec 

I (1B) 1 (A1B1) B 

II (2A) 2 (A2B2) A 

III (3A) 3 (A3B3) A 

IV (2B) 2 (A2B2) B 

V (5C2) 5 (C1) C2 

VI (4B) 4 (A4B4) B 

VII (5C1) 5 (C1) C1 

VIII (4A) 4 (A4B4) A 

IX (1C2) 1 (A1B1) C2 

X (7C1) 7 (A1B6) C1 

XI (8E) 8 (A1B3) E 

XII (9C2) 9 (C2) C2 

XIII (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 patógeno asociado a infecciones hospitalarias (health-

care-associated MRSA, HA-MRSA), éste evolucionó rápidamente y desde la década de 

1990 se informa la aparición de SAMR en infecciones asociadas a la comunidad 

(community-associated MRSA, CA-MRSA) 9. Recientemente, además se ha informado 

la aparición de cepas que pueden colonizar e infectar una amplia gama de hospederos 

animales, incluyendo ganado, silvestres y de compañía, lo que no sólo tiene importancia 

desde el punto de vista del bienestar animal y el impacto económico, sino que también  

epidemiológico, ya que ellos pueden actuar como reservorio de infecciones zoonóticas 

11. En particular, el complejo clonal (CC) CC398 es abundante en cerdos y otros animales 

en Europa continental, y la infección de humanos que han tenido contacto directo con 

estos animales ha llevado al reconocimiento de una tercera ola epidemiológica de SARM, 

en este caso asociado a ganado (Livestock-associated MRSA, LA-MRSA) 12. Las cepas 

SARM-AH son portadoras principalmente del elemento genético SCCmec I, II o III, a 

diferencia de las cepas SARM-AC, asociadas a los SCCmec tipo IV o V y 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 portación de diferentes genes de resistencia, así los 

SCCmec I, ll y III  albergan genes de resistencia a varias familias de antibióticos, tales 

como macrólidos,lincosamidas, estreptograminas y aminoglucósidos; mientras que el 

elemento SCCmec IV por lo general sólo portan el gen mecA, y codifica clásicamente 

resistencia sólo a β-lactámicos 13. 
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En los últimos años, SARM ha demostrado un incremento en las infecciones asociadas 

a biopelículas bacterianas, en infecciones asociadas a la atención en salud (IAAS) 14,15. 

Un área de preocupación principal con las infecciones por biopelículas de SARM es el 

rápido aumento de infecciones relacionadas con en el uso de implantes y prótesis 

médicas 16,17. El aumento de la esperanza de vida promedio también se correlaciona con 

un aumento en la población de personas de edad avanzada que requieren tales prótesis, 

lo que hace que el SARM sea una preocupación particular 16,18. 

 

Las infecciones por SARM conducen a un aumento en los días de hospitalización del 

paciente y en las tasas de mortalidad hospitalaria generando un fuerte impacto 

económico en el sistema de salud, lo que se ha estimado en aproximadamente US$ 450 

millones en EE.UU., en la última década 19,20. En el caso de las infecciones de prótesis 

articulares, las cuales son menos frecuentes en países desarrollados (< 2% vs lo 

informado en Chile de 2,5-3,5%) 21, representan un alto costo e impacto económico, tanto 

para los pacientes como para el sistema de salud. Si bien, el aseo quirúrgico y el 

tratamiento antibiótico vía sistémica con conservación del implante es la recomendación 

estándar, generalmente es necesario remover la prótesis 22,23. En EE.UU., se proyecta 

que el costo asociado a las infecciones de implantes ortopédicos excederá US$ 1,6 

billones en el año 2020 24, mientras que en Chile, el aumento del costo promedio en un 

paciente con complicación infecciosa aumenta de US$2.354 a US$6.174, además de un 

aumento en las secuelas graves y letalidad de la infección de 46,2 y 15,4%, 

respectivamente; siendo S. aureus uno de los principales agentes etiológicos en este tipo 

de infecciones 25.  
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Las heridas crónicas constituyen otro grupo de infecciones asociadas a la formación de 

biopelículas de SARM. Estas incluyen heridas asociadas con el sitio quirúrgico, heridas 

traumáticas, úlceras del pie diabético, úlceras por presión y úlceras venosas del pie. 

Estas heridas a menudo se asocian con infecciones bacterianas, las que se presentan 

con frecuencia como biopelículas 26,27. Dado que S. aureus se encuentra frecuentemente 

colonizando la superficie de la piel y en las narinas anteriores, no es sorprendente que 

sea el patógeno más común asociado a este tipo de infecciones (93,5% de las úlceras) 

tanto en Europa, Estados Unidos y Chile. Además, entre el 20 y 50% de las infecciones 

de la herida se deben a SARM, conviertiendolas en un problema evidente tanto en la 

atención de pacientes hospitalizados como en las clínicas de heridas 28–30.   

 

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 31,32. Los pacientes con lesiones mecánicas o válvulas cardíacas 

inflamadas son particularmente susceptibles a la endocarditis asociada a biopelículas de 

S. aureus. Las válvulas lesionadas proporcionan una superficie para la unión y la 

formación de biopelículas, así como la infección intracelular del endotelio inflamado, lo 

que induce una mayor destrucción del tejido, mayor turbulencia y sedimentación de 

factores de coagulación 31. La biopelícula de S. aureus puede replicarse en el endotelio 

valvular dañado y diseminarse (embolización) para causar una enfermedad sistémica,31 

lo que resulta en complicaciones como insuficiencia cardíaca congestiva, sepsis, 

bacteriemia persistente y formación de abscesos intracardíacos, que contribuyen a tasa 

más 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 están relacionadas a factores de 

virulencia que le permiten adherirse a la superficie, invadir y evitar el sistema inmune, 

causando efectos tóxicos, daño tisular y enfermedad distal 34,35.  

La expresión 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 

quorum-sensing (figura 3). Este locus ejerce una regulación negativa sobre las moléculas 

de adhesinas en la etapa de colonización del hospedero durante la fase estacionaria; sin 

embargo, en etapa de creCMIiento postexponencial cuando se alcanza una alta carga 

del péptido autoinductor (proteína AgrD), activa la molécula efectora (RNAIII) de este 

sistema que actúa a nivel transcripcional inhibiendo la expresión de proteínas de 

adhesión, activando la expresión de toxinas y enzimas extracelulares (α-β hemolisinas, 

lipasas, proteasas, etc), factores de virulencia relacionados con la adquisición de 

nutrientes, la supervivencia y la diseminación bacteriana 36–40 
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Figura 3: Regulación de la expresión génica y quorum sensing en S. aureus, mediante 
el sistema agr. Tomado de Tong y cols. Crit Care. 2008;12(6):236 
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Factores de adherencia en S. aureus 

 

El proceso de colonización del hospedero se inicia con la adhesión de S.aureus, lo cual 

es mediado por proteínas ancladas covalentemente a la pared de peptidoglicán y que se 

unen específicamente 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) 34,41–43. Las 

MSCRAMMs reconocen e interactuan con los componentes de la MEC, y moléculas del 

plasma sanguíneo, como el fibrinógeno, la fibronectina y el colágeno 34,44–46, y dentro de 

estas moléculas se encuentra la proteína estafilocócica A (SpA), las proteínas de unión 

a fibronectina A y B (FnbpA y FnbpB), la proteína de unión al colágeno y las proteínas 

del factor aglutinante (Clf) A y B (figura 4) 34,47. 

Proteínas de unión a fibronectina A y B 

 

El proceso de adhesión a la célula hospedera está mediado principalmente por la 

formación de un puente de fibronectina (Fn), entre la integrina α5β1, por el lado de la 

célula hospedera, y la proteína de unión a fibronectina (FnBP) por parte de S. aureus 48–

51. Este paso es un requisito para el estableCMIiento de la colonización, infección y 

evasión de la respuesta inmune mediante la internalización en las células fagocíticas no 

profesionales; lo cual ha sido corroborado mediante ensayos con una mutante isogénica 

de S. aureus NCTC 8325-4 defectuosa en la expresión de FnBP, las cuales no puede 

invadir las células fagocíticas no profesionales (NPPC) 50. Experimentos in vivo 

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

Aunque FnbpA contribuye más a estos efectos antes mencionados que FnbpB, ambas 

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

cooperación entre ambas isoformas puede ser necesaria para una fuerte adhesión 

celular,  o para activar de manera eficiente la vía de internalización in vivo 52 y contribuir 

a la adherencia de las células de S. aureus a los coágulos 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 infección por cuerpos extraños 53,54. 

 

 

Figura 4: Factores de virulencia de S. aureus. Tomado de Zeconi & Scali 2013. Immunol 
Lett. 2013; 150:12–22. 
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Producción de biopelículas en SARM 

 

Una biopelícula corresponde a un consorcio estructurado de células bacterianas que 

están inmersas en una matriz polimérica que consiste en moléculas de polisacáridos, 

proteínas, ADN extracelular (eADN), lípidos 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 55. Las 

biopelículas son además un medio de evasión frente a la acción del sistema inmune del 

hospedero, debido a que son intrínsecamente tolerantes a la acción de mecanismos de 

defensa como la fagocitosis mediada por neutrófilos, además de otros componentes del 

sistema inmune innato y adaptativo, antibióticos y desinfectantes. Por su parte, las 

biopelículas estafilocócicas son la causa de muchas infecciones bacterianas persistentes 

y/o crónicas en humanos y animales 55. Debido a esto, se torna alarmante la frecuencia 

en que las bacterias que, normalmente presentan susceptibilidad a los antibióticos, 

tienden a desarrollar sus ciclos de vida inmersas en una biopelícula como una estrategia 

de vida constante (figura 5) 55–57. 
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Figura 5: Ciclo de vida de una biopelícula bacteriana. Tomado de Reffuveille et al. 
InTech, 2017. http://dx.doi.org/10.5772/67546 

 

La formación de una biopelícula comienza con la etapa de adhesión, la que implica una 

interacción inicial de una célula planctónica que se une reversiblemente a la superficie, 

y al no producirse la disociación de la superficie, se unirá irreversiblemente a ésta. 

Posteriormente, un grupo de proteínas de superficie, particularmente las de tipo 

MSCRAMM 58 se unen a la matriz orgánica e inorgánica de manera irreversible. Este  

proceso se ve afectado por factores como carga de la superficie, hidrofobicidad, 

topografía y tiempo de exposición 59.Otro factor importante en esta etapa es el 

polisacárido capsular (PC), que además de facilitar la adhesión al hospedero, en conjunto 

con las moléculas adhesinas mediante el desarrollo de biopelículas, tiene actividad 

antifagocitaria. El PC es un componente de la pared celular bacteriana, producido por la 
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mayoría de las cepas clínicas de S. aureus 60 está compuesto por unidades repetidas de 

trisacáridos de ácido D-N-acetil mannosaminurónico (ManNAcA), I-N-acetil fucosamina 

(I-FucNAc), and D-N-acetil fucosamina (D-FucNAc), los cuales difieren solo en los 

enlaces glucosídicos entre los azúcares y los sitios de O-acetilación 61. La biosíntesis del 

PC es llevada a cabo por los 16 genes presentes en el operón capA-P y que codifican 

las proteínas involucradas en la síntesis, la O-acetilación, el transporte y la regulación de 

los PCs, de los cuales, los 12 genes de la región flanqueante de este operón son 

componen la región común entre los operones cap5 y cap863. La región central de 

ambos operones, capHIJK, comparten un muy pequeño porcentaje de homología entre 

sí, y son los que le entregan la especificidad a cada tipo de PC 62. 

 

Una vez estabilizada la adhesión a la matriz comienza la segunda etapa, denominada 

fase de agregación o acumulación. Esta etapa se caracteriza por la proliferación celular 

en multicapas, la adhesión célula a célula y finalmente la formación de microcolonias de 

una o más especies bacterianas 56. Estas estructuras son rodeadas por una matriz de 

polisacárido extracelular, donde tienen un rol crucial el polisacárido de adhesión 

intercelular PNAG/PIA, eADN, y la proteína asociada a la acumulación, SasG 63–65. Sin 

embargo, y a pesar de ser una etapa multifactorial, se describe que el polisacárido de 

adhesión intercelular (PIA) es el principal determinante de la fase de acumulación de la 

formación de la biopelícula estafilocócica. La producción de PIA, también denominado 

slime, está mediada por el operón icaADBC, y todas las cepas que albergan este 

elemento genético son potenciales productores de biopelícula 66,67. Además, se han 

identificado otras proteínas en la formación de biopelículas, tales como la proteína 
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asociada a biopelículas (Bap, por sus siglas en inglés), la cual está codificada por el gen 

bap 68. Cucarella y cols. (2001) demostraron que, a diferencia de otras especies 

bacterianas, en S. aureus Bap está involucrada en la unión primaria al sustrato inerte en 

la formación de la biopelícula 69 y en la agregación de célula a célula junto con PIA y, por 

lo tanto, en la maduración de la biopelícula; y algunos estudios indican que cepas bap+, 

son fuertes productores de biopelícula, incluso en ausencia del operón icaADBC (figura 

6) 70. 

 

La etapa siguiente, o etapa III, es la maduración de la biopelícula y es en esta fase en la 

cual cambios fisiológicos en la bacteria y en la matriz de polisacáridos son regulados por 

el locus agr mediante el sistema de detección de quorum sensing, y es entonces cuando 

la comunidad microbiana asume la forma sésil, la cual se vuelve más resistentes a la 

acción de desinfectantes y antimicrobianos 56. La etapa de desagregación es el paso final 

del ciclo de formación de biopelículas, y en ésta, grandes segmentos de la biopelícula se 

desagregan de la superficie en formas planctónicas, las cuales se liberan y se dispersan 

para causar una mayor invasión, ya sea a nivel local o de sitios distantes, iniciando así 

un ciclo completamente nuevo. Esta fase está mediada por proteasas, modulinas 

solubles en fenol, las fuerzas de arrastre o erosivas, y es, además, regulada por el 

sistema agr.   

 

 

 



38 
 

 

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

 

Otro tipo de moléculas involucradas en la formación de biopelículas de S. aureus son las 

modulinas solubles en fenol (del inglés Phenol-soluble modulins, PSM). Las PSM son 

una familia de péptidos alfa helicoidales anfipáticos de 20-40 aminoácidos, descubiertos 

en 1999 por Klebanoff y col 71, quienes detectaron péptidos con propiedades 

inmunomoduladoras en S. epidermidis, al realizar la extracción con fenol caliente, a las 

cuales denominaron complejo pro inflamatorio de tres péptidos 71.  En S. aureus se han 

descrito las PSM de tipo PSMα, PSMβ y la δ toxina, las cuales se encuentran codificadas 

en 3 diferentes loci del genoma 72. PSMα1-PSMα4 están codificados en el operón psmα; 

PSMβ1 y PSMβ2 en el operón psmβ  y δ-toxina dentro de la secuencia de codificación 

para RNAIII, la cual es la molécula efectora de ARN del sistema de detección de quorum 

sensing del locus agr 73.  El rol de las PSM en la formación de biopelículas se debe 

principalmente a las propiedades características de tipo surfactante, de acuerdo a su 
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naturaleza anfipática; lo cual se refleja en la tendencia a agregarse en oligómeros, y en 

su capacidad para facilitar la dispersión en superficies o para estructurar biopelículas 74,75. 

Estas características probablemente tienen, además, un rol adicional promoviendo la 

colonización de la piel y emulsionando nutrientes en el medio, lo que podría constituir el 

propósito "original" de los PSM antes de que algunos evolucionaran para cumplir 

funciones en la patogénesis (por ejemplo, al alterar los fagocitos primitivos) 76. 

 

Además, las PSM tienen la capacidad de lisar células eucariotas de manera 

independiente del receptor, por lo que se dirige a casi todas las membranas 

citoplasmáticas eucariotas y distingue a las PSM de otras toxinas citolíticas de S. aureus, 

como la toxina α o las leucocidinas de dos componentes, que son altamente específicas 

para un tipo de célula particular y especie hospedera, e incluso se han descrito algunas 

PSM con actividad antibacteriana; en particular contra estreptococos 77,78. Las PSM 

también afectan el sistema inmune adaptativo al inducir un fenotipo tolerogénico en las 

células dendríticas e inhibir la diferenciación celular de los linfocitos T helper 1; además 

de activar el receptor N -formil-péptido 2 (FPR2); lo que conduce a la activación de 

neutrófilos, la liberación de citocina y quimiotaxis 79. 
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Antibióticos utilizados en el tratamiento de SARM 

 

Desde el inicio de la era antibiótica S. aureus ha demostrado una gran versatilidad para 

el rápido desarrollo de resistencia a los antibióticos, lo que se ve agravado, en las 

infecciones en las cuales esta bacteria forma biopelículas. Ensayos in vitro han 

comprobado el aumento de las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) de los 

antibióticos en comparación con las bacterias isogénicas planctónicas 80. Vancomicina 

(VAN), por ejemplo, es el antibiótico de elección para infecciones asociadas a 

biopelículas de SARM 81; sin embargo, se recomienda un uso cauteloso para evitar la 

selección de cepas resistentes o con resistencia intermedia. En presencia de una 

biopelícula, la CMI se ve aumentada en 10 veces en comparación a las células 

plnactónicas (CMI ~ 2 µg/ml para células planctónicas a ~ 20 µg/ml para biopelícula) 82. 

En tales casos se requiere usar una combinación de VAN con otros antibióticos, tales 

como linezolid (LZD), tigeciclina (TGC) o rifampicina (RIF) para prevenir falla terapéutica, 

las cuales aún no encuentran un total consenso 80,83–85.Además, la combinación de VAN 

con RIF ha mostrado resultados contradictorios, y los diversos estudios que avalan esta 

combinación contra S. aureus susceptible a meticilina (SASM), no respaldan la 

efectividad contra SARM 83,86,87. 

 

Por otra parte, daptomicina (DAP), es un antibiótico utilizado para tratar infecciones por 

S. aureus que no responden a VAN. Este lipopéptido cíclico interrumpe la membrana 

citoplásmica mediante la formación de canales iónicos dependientes de calcio, 

conduciendo a una rápida despolarización de la membrana citoplasmática y la salida de 

potasio, lo cual conduce al cese de la síntesis de ADN, ARN y proteínas 88. Smith y cols, 
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2005 89, en un estudio comparativo de DAP con otros cuatro antibióticos (LZD, 

clindamicina, VAN, TGC), demostraron que DAP es el tratamiento más efectivo para 

eliminar una biopelícula S. aureus; sin embargo, una pequeña población de bacterias de 

la biopelícula se mantuvo tolerante al efecto del antibiótico. Se debe enfatizar que DAP 

ha mostrado resultados ambiguos cuando se utiliza en combinación con otros antibióticos 

86,90, pero debido a que su mecanismo de acción no requiere células bacterianas en activo 

creCMIiento, una combinación con el antimicrobiano apropiado proporciona una mayor 

eficacia. Además, LZD también forma parte del arsenal terapéutico anti-SARM, y 

corresponde a una oxazolidinona que inhibe el inicio de la síntesis proteica, evitando la 

formación del complejo de iniciación al unirse al ARNr 23S de la subunidad ribosómica 

50S 91.  

 

Además del efecto antibacteriano de los antibióticos, los antibióticos pueden presentar 

algunos otros efectos no-antibacterianos. Así, se ha comprobado el efecto en la 

modulación de la síntesis de factores de virulencia, por ejemplo, LZD a concentraciones 

subinhibitorias (sub-CMI) produce una reducción en la síntesis de: PSMa1-4 92, toxina ç 

93, α-toxina 94,95, toxina del síndrome de shock tóxico 96 y proteína SpA 95,97. No obstante, 

existe evidencia que respalda la generación de un fenotipo hiperadhesivo, debido a que 

estimula el incremento en los niveles de Fnbp A/B 98. Por otra parte, existen estudios que 

correlacionan VAN (1/2 CMI) con un incremento en la expresión del gen spa, lo cual 

conduce a la producción de 4 veces más de proteína SpA, induciendo con esto la 

formación de biopelícula de SARM 99.  
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Hallazgos recientes 100, informan que sub-CMI de ceftarolina (CPT) mejoran adhesión y 

la formación de biopelícula en SARM, principalmente mediante la inducción de la 

sobrexpresión de algunos genes, como, por ejemplo, los del operón icaADBC. Sin 

embargo, CPT a 1 X CMI demostró incluso ser capaz de erradicar una biopelícula 

madura. Por lo tanto, se destaca la importancia de mantener concentraciones 

bactericidas efectivas de CPT y otros antibióticos para combatir las infecciones 

relacionadas con biopelículas de SARM 100. Esto da cuenta que una inadecuada 

concentración de antibiótico, por un error en el cálculo de la dosis, podría tener efectos 

colaterales en el tratamiento con estos fármacos que van más allá de su efecto 

bactericida o bacteriostático. En casos como el de CPT y VAN, los fenotipos relacionados 

con el aumento en la formación de biopelícula fueron dependiente de la cepa y el ST, lo 

que nos insta a generar esfuerzos por conocer la epidemiología de cepas circulantes en 

Chile. 

 

Teniendo en cuenta el actual escenario, se ha sugerido que el uso de agentes de 

dispersión en combinación con antibióticos, podría ser una estrategia terapéutica eficaz 

para tratar infecciones asociadas a biopelículas, desagregando la biopelícula y 

restaurando funcionalmente la susceptibilidad a los antimicrobianos en las células 

planctónicas. Para esto se ha evaluado la actividad de algunos aminoácidos, 

principalmente D-aminoácidos (D-aás), en combinación con antibióticos. La contribución 

de los D-aás en la dispersión de biopelículas, ha mostrado mejoras en la actividad 

bactericida de los antibióticos en cepas productoras de biopelículas in vitro. La principal 

ventaja es que, a diferencia de otros agentes de dispersión de biopelículas, los D-aás 
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actúan interfiriendo más de un proceso esencial para el desarrollo de ellas. Las 

actividades dispersivas de los D-aás se han atribuido a múltiples mecanismos, que 

incluyen inhibición del creCMIiento bacteriano y expresión de genes implicados en la 

producción de la matriz extracelular de la biopelícula 101, disminución de la expresión de 

la superficie de las fibras amiloides involucradas en la formación de biopelículas, 

mediante la incorporación de D-aás en la pared celular bacteriana 102, e inclusive, 

actividad dispersiva sobre biopelículas de  Bacillus subtilis, S. aureus y Pseudomonas 

aeruginosa in vitro 103,104 y sobre biopelículas de S. aureus en un modelo in vivo de injerto 

óseo modificado 105. 

 

No obstante lo descrito anteriormente, muy poco se ha estudiado sobre el efecto de L-

aminoácidos (L-aás) o análogos de éstos sobre las biopelículas bacterianas. Uno de 

estos compuestos es el β-cloro-L-alanina (β-CLA), un análogo aminoacídico, que ha 

demostrado ser un potente inhibidor del creCMIiento bacteriano. Stuart y col., ya en el 

año 1971 informan la actividad bacteriostática de β-CLA sobre Salmonella Typhimurium, 

mediante la inhibición de las enzimas treonina desaminasa y la transaminasa B 106. 

Además, en 1974 Manning y cols demostraron que este compuesto inhibe el crecimiento 

de Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Bacillus subtilis y  Escherichia 

coli 107. El β-CLA actúa inhibiendo las enzimas alanina valina transaminasa C (MurC) 108, 

implicada en la etapa citoplasmática de la síntesis del precursor del peptidoglicán, 

UDP- N- acetilmuramil pentapéptido, componente principal de la pared bacteriana 109 y 

la alanina racemasa (Alr) o L-alanina racemasa, responsable de la racemisación del 

sustrato L-alanina en D-alanina, constituyente esencial del peptidogilicán, por lo que 
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estas enzimas son imprescindibles para la suprevivencia bacteriana 110. Además, un 

estudio reveló que el uso de β-CLA restaura la susceptibilidad a los antibióticos 

betalactámicos de cepas de SARM 111. En estos mismos trabajos se informó mortalidad 

de ratones tratados intraperitonealmente con β-CLA, pero los autores señalan no tener 

conoCMIiento si el compuesto exhibió toxicidad acumulativa o si se produjeron productos 

de degradación tóxica al almacenar la solución del compuesto, por lo que concluyeron 

que el β-CLA es poco específico en su espectro de reactividad y probablemente 

conduzca a la pérdida de viabilidad no sólo de células bacterianas, sino también de 

mamíferos, mediante el bloqueo de la producción de aminoácidos esenciales 107. Aún en 

estudios recientes, el β-CLA sigue siendo denominado como un compuesto poco tóxico, 

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 más elevadas que las recomendadas para 

este tipo de ensayos 113–115, por lo que es importante analizar la real toxicidad de este 

compuesto, a raíz del aporte que puede resultar para el tratamiento en infecciones por 

biopelículas de SARM. Estudios recientes han comprobado que alanina-glioxilato 

aminotransferasa es capaz de catalizar la eliminación alfa, beta del β-CLA 116. Contrario 

a lo que se especulaba en estudios anteriores, Beuster y col. 2011; descartan el efecto 

inhibitorio del β-CLA sobre la actividad de la enzima aspartato aminotransferasa e 

informan un efecto inhibidor del crecimiento celular dependiente de la malignidad, en un 

módelo de células de fibroblastos 117.  
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Recientemente, se ensayó el efecto de β-CLA y fosfomicina (FOS) en un modelo in vitro 

de formación de biopelícula de SARM, donde la combinación de estas moléculas 

demostró un importante efecto sinérgico 118.Sin embargo, se desconoce el efecto de ésta 

y otras combinaciones de antibióticos de importancia clínica en SARM como LZD, VAN 

y DAP con β-CLA;  en la formación y erradicación de biopelículas establecidas. Tampoco 

se ha estudiado el efecto de estas combinaciones en la expresión de genes que codifican 

factores de virulencia involucrados en la síntesis de biopelículas en SARM, lo que se 

suma al escaso trabajo realizado en la caracterización molecular de este patógeno en 

Chile.  

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

siguientes interrogantes: 

 

•  ¿El uso de sub-CMI de antibióticos de uso clínico favorece la selección de fenotipos 

productores de biopelículas en SARM? 

 

•  ¿Puede el uso de antibióticos de uso clínico en combinación con β-cloro-L-alanina 

contribuir a la erradicación de biopelículas de SARM? 
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CAPÍTULO II: PREGUNTAS DE INVESTIGACIÓN, HIPÓTESIS, OBJETIVO 

GENERAL Y OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

Teniendo en cuenta el actual escenario de falta de conocimiento acerca de las 

características moleculares de los clones de SARM circulantes en nuestro país, la 

escasez en el arsenal de antibióticos, 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 biopelículas producidas por SARM; es que este trabajo, con 

base en la literatura citada, plantea las siguientes hipótesis:   

Hipótesis 

   

1. Concentraciones sub-CMI de antibióticos utilizados en el tratamiento de infecciones 

por SARM, estimula la aparición de un fenotipo hiper-adhesivo que favorece el 

establecimiento de una biopelícula de SARM. 

 

2. La combinación de β-cloro-L-alanina con antibióticos de uso habitual en el tratamiento 

de infecciones por SARM, disminuye la expresión de genes que codifican factores de 

virulencia implicados en la formación de biopelículas de esta bacteria, favoreciendo 

su erradicación. 
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Objetivo general 

  

Determinar el efecto individual de antibióticos de uso habitual en el tratamiento de 

infecciones por SARM y en combinación con β-cloro-L-alanina, en la expresión de genes 

de virulencia que contribuyen a la formación de biopelículas; y el efecto de estos 

compuestos en la formación y erradicación de biopelículas de cepas de SARM aisladas 

en hospitales de la zona centro-sur de Chile. 

Objetivos específicos 

  

1. Caracterizar las cepas de SARM aisladas en hospitales de Chile, en función de 

sus perfiles de susceptibilidad a los antibióticos, factores de virulencia y relación 

genética.  

 

2. Determinar el efecto de antibióticos, de uso habitual en el tratamiento de 

infecciones producidas por SARM, individualmente y en combinación con β-cloro-

L-alanina en la formación y erradicación de biopelículas producidas por cepas de 

SARM.  

 

3. Determinar el efecto en la expresión de genes de virulencia, asociados a la 

síntesis de adhesinas y formación de biopelículas, de β-cloro-L-alanina en 

combinación con antibióticos de uso habitual en el tratamiento de infecciones 

producidas por SAMR.  
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CAPÍTULO III:  METODOLOGÍA 

Cepas bacterianas. 

 

Se trabajó 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 más amplios que su contraparte comunitaria, y la 

ausencia del gen pvl. Las cepas y la información de la presencia del gen pvl fueron 

proporcionadas por el Instituto de Salud Pública 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 proporción a:b, en el biorrepositorio del Laboratorio de 

Investigación en Agentes Antibacterianos (LIAA-UdeC). Los aislados fueron recuperados 

al momento de su utilización experimental en placas de agar sangre de cordero al 5%, 

incubadas a 37ºC por 24 h. 

Confirmación de las cepas. 

 

Se confirmó la identificación de las cepas como S. aureus mediante la detección de los 

genes nuc, coag 119,120. El genotipo de meticilino resistente se confirmó mediante 

detección de los genes mecC y mecA por PCR convencional, utilizando los partidores y 

condiciones descritas en la literatura 121,122. 
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Estudios de susceptibilidad antimicrobiana  

 

La confirmación fenotípica de resistencia a meticilina realizó por cultivo en placa de agar 

Müeller-Hinton (Oxoid), utilizando un disco de cefoxitina (FOX) con una potencia de 30 

μg a 35°C por 18-24 h 123. Adicionalmente, se evaluó la actividad antibacteriana de 

antibióticos 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 difusión en placa de agar 

Müeller-Hinton, siguiendo las  recomendaciones  y  puntos  de  corte  para  definir  

susceptibilidad  y resistencia propuestos por el CLSI 2018 123 utilizando como control la 

cepa S. aureus ATCC® 25923 124,125.  

Determinación de la Concentración Inhibitoria Mínima (CMI)   

 

Se determinó la CMI de los antibióticos VAN, DAP, LZD y FOS mediante el método de 

microdilución en caldo Müeller-Hinton, siguiendo las recomendaciones y puntos de corte 

propuestos por el CLSI 2018 123. Se utilizó como control la cepa S. aureus ATCC® 29213. 

La CMI de β-CLA se determinó de acuerdo a lo descrito por Akbari-Ayezloy y col.118 
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Caracterización de las cepas. 

 

En la tipificación de las cepas se investigó mediante PCR convencional la presencia del 

elemento SCCmec I-XI 122,126, el locus agr I-IV 127,128 y la confirmación del gen pvl 129, de 

acuerdo a las condiciones descritas en la literatura. Junto a esto, se detectó mediante 

amplificación por PCR convencional genes que codifican los factores de virulencia hla, 

hlb, fnbA, fnbB y los operones cap1, cap2, cap5, cap8, agr, bap e icaABCD, de acuerdo 

a las condiciones descritas en literatura citada en la tabla 1. Además, para la 

caracterización se incluyeron ensayos de formación y cuantificación de biopelículas y 

estudios de relación genética; descritos más adelante en la metodología. 

 

En base a estos análisis, se confeccionaron perfiles de virulencia y se determinaron si 

existe asociación de estos perfiles entre grupos clonales, producción de biopelículas y 

SCCmec de las cepas. Además, se utilizaron los análisis de relación genética de las 

cepas, presencia del operón icaADBC, el gen bap y la capacidad de formación de 

biopelículas, como criterios de inclusión para el estudio del efecto de antibióticos en 

combinación con β-CLA en los ensayos de erradicación de biopelículas, ensayos de 

expresión de genes de virulencia descritos más adelante en la metodología. Estos 

criterios de inclusión se detallan en la figura 7: 
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Figura 7: Criterios de inclusión para elección de cepas para el estudio del efecto de 

antibióticos en combinación con β-CLA. 

 

Estudios de relación genética. 

 

Se utilizó la metodología de macrorrestricción con la enzima endonucleasa SmaI 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 Canadá 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 búfer TBE 0,5X y 5 µL de GelRed™ Thermo Fisher Scientific, en el cual se 

depositaron los plugs de agarosa digeridos. La PFGE se realizó en el equipo CHEF DR 

II (BioRad) y se utilizaron los parámetros 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 ángulo de 120° y temperatura de 14°C. Los productos de la macrorrestricción 

separados en la PFGE fueron visualizados y fotografiados en el fotodocumentador 

UVIdoc HD5 (Uvitec, Cambridge). Se realizó un análisis de las bandas de restricción con 

3° CRITERIO DE INCLUSIÓN:ENSAYOS DE FORMACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE BIOPELÍCULAS

SE INCLUYEN CEPAS CON TODAS LAS CLASIFICACIONES PRODUCTORAS DE BIOPELÍCULAS

2° CRITERIO DE INCLUSIÓN:DETECCIÓN DEL GEN bap Y EL OPERÓN icaABCD

SE DESCARTARON LAS CEPAS QUE NO PRESENTEN EL OPERÓN icaADBC y el gen bap

1° CRITERIO DE INCLUSIÓN: ESTUDIOS DE RELACIÓN GENÉTICA

SELECCIÓN DE DISTINTOS CLONES
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el software BioNumerics v.6.611. El índice de similitud se calculó utilizando el coeficiente 

DICE, una tolerancia de posición de banda del 1 % y una optimización del 0,5 %. El 

método del grupo de pares no ponderados con promedios aritméticos (UPGMA) se utilizó 

para construir un dendrograma, y los conglomerados se seleccionaron usando un corte 

al 80 % 131.  

 

Secuenciación del genoma completo y análisis del genoma in silico 

 

El ADN total para la secuenciación del genoma completo (WGS, por sus siglas en inglés) 

se extrajo con el kit de purificación de ADN genómico WizardTM (Promega, EE. UU.) 

siguiendo el protocolo del fabricante. 

Las bibliotecas de muestras se prepararon con el kit Illumina DNA Prep y los índices UDI 

de 10 pb de IDT, y se secuenciaron en un Illumina NextSeq 2000, produciendo lecturas 

de 2x151 pb. La demultiplexación, 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, según las plataformas de secuenciación utilizadas. Los contigs 

resultantes se visualizaron con Bandage v0.8.1, mientras que la anotación genómica se 

realizó con Prokka 133. 

A partir del genoma ensamblado, se realizó la confirmación de la especie, se identificaron 

los loci tipo multilocus (MLST), spa type, se confirmó la tipificación 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/) 

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 formación y erradicación de biopelículas 

Ensayos de adherencia. 

 

Para evaluar la capacidad de adherencia de S. aureus se utilizó el método de placa de 

microtitulación utilizado por Stepanović y col. 2007 134 con modificaciones. Brevemente, 

las placas de microtitulación de 96 pocillos fueron pre-tratadas durante 18 a 20 h con 200 

µL 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 µL de un cultivo de 18-24 h en 

caldo tripticasa de soya (TSB) (Oxoid) ajustado a una turbidez de 1,0 McFarland. 

Transcurrido el período de incubación, se enjuagó cada pocillo 3 veces con 200 µL de 

PBS estéril, se fijó la biopelícula con etanol al 100 % y se aspiró inmediatamente para su 

secado en cámara estéril con su tapa. Una vez seca, se realizó la etapa de teñido con 

200 µL de cristal violeta por 2 min, seguido de un aspirado con una pipeta estéril y una 

elución por 10 min con etanol al 100%. Finalizada la etapa de elución, la solución fue 

depositada en una nueva placa para la lectura del resultado mediante un lector de placas 

a una absorbancia de 595 nm (A595). La A595 de los pocillos con TSB fue considerada 

como control negativo de producción de biopelícula. Los valores de 0,5 a una A595 fueron 

https://cge.food.dtu.dk/services/MLST/
https://cge.food.dtu.dk/services/SCCmecFinder/
https://cge.food.dtu.dk/services/spaTyper/
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considerados punto de corte y resultado positivo para la producción de biopelícula, y la 

formación de biopelícula para cada aislamiento fue analizada y categorizada en función 

de la absorbancia a los siguientes valores: fuerte formador de biopelículas (FFBP) (A595> 

2), mediano formador de biopelículas (MFBP) (A595> 1 < 2), débil formador  de 

biopelículas (DFBP) (A595> 0,5 < 1,), y no formador de biopelículas (NFBP)  (A595< 0,5) 

135. 

Ensayos de formación y erradicación de biopelículas en presencia de antibióticos 

y β-CLA 

 

Se realizaron de acuerdo a Hochbaum y cols 104 con algunas modificaciones. Se 

cultivaron las cepas seleccionadas en placas de poliestireno de 6 pocillos de fondo plano, 

con una lámina de acero inoxidable lisa de 18 mm de diámetro inmersa en medio TSB 

con y sin LZD, VAN, DAP y con estos mismos antibióticos en combinación con β-CLA 

durante 21 días (figura 8). Posteriormente, las placas de acero inoxidable fueron lavadas 

con agua desionizada estéril y las células adheridas se fijaron usando una solución de 

glutaraldehído al 5% durante 1 h con surfactina 0,05 M (Sigma-Aldrich), para luego ser 

lavadas dos veces con PBS.  
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Figura 8: Esquema de ensayos de formación y erradicación de biopelículas en 

presencia de antibióticos y β-CLA (diseño propio). 
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Análisis de microscopía confocal de la biopelícula en placa de acero inoxidable 

 

Se utilizó 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 SYTO9 de color verde y yoduro de propidio, color rojo. SYTO9 

difunde a través de las membranas celulares bacterianas, indicando así las bacterias 

vivas, mientras que el yoduro de propidio sólo es capaz de atravesar aquellas 

membranas fragmentadas; lo cual se toma como indicador de células muertas. 

 Las muestras tratadas en los ensayos de formación y erradicación de biopelículas en 

presencia de antibióticos y β-CLA fueron teñidas con 500 μL del reactivo e incubadas en 

oscuridad durante 10 min, envueltas en papel de aluminio. Las muestras fueron 

analizadas en microscopio láser confocal espectral (LSM 780, ZEISS, Germany), de 

acuerdo a lo descrito por Sánchez-Sanhueza y col.136. Este análisis permite cuantificar 

tanto el número de bacterias vivas/muertas, así como el espesor de la biopelícula.  

Ensayos de expresión de genes de virulencia. 

 

Los efectos de sub-CMI de los antibióticos LZD, VAN, DAP sólos y en combinación con 

β-CLA, en la expresión de los genes de virulencia hla, hlb, fnbA, fnbB y agr, psmA, psmB 

e icaADBC se estudiaron mediante quantitative real-time PCR (qRT-PCR) con los 

partidores especificados en la tabla 2. Los partidores utilizados y las condiciones de 

extracción del ARN desde la biopelícula se realizaron mediante lo descrito por Atshan y 

col. 2013 137. Brevemente, las células bacterianas adheridas en cada pocillo y placa de 

metal, fueron sometidas a extracción de ARN a las 6, 12, 24, 48 y 72 h y desde una 
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biopelícula madura de 21 días. El procedimiento de extracción se realizó con TRIzol® 

Max™ Bacterial RNA Isolation Kit (Ambion™) de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante. 

Análisis estadísticos 

 

Se utilizó la prueba de Kruskall-Wallis para evaluar diferencias en la formación de 

biopelículas en los experimento de microscopía confocal, mediante el software IBM 

SPSS Statistics versión 23.0 (SPSS Inc. ®, Chicago, IL), estableciendo el nivel de 

significancia estadística en p < 0,05. 
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Tabla 2: Partidores para detección de determinantes de virulencia y plásmido pUB110. 

Partidor 
para 

genes 
Secuencia nucleotídica 5’→3’ 

Tamaño 
amplicón 

(pb) 
Referencia 

fnbA 
GCGGAGATCAAAGACAA 

CCATCTATAGCTGTGTGG 
1280 138 

fnbB 
GGAGAAGGAATTAAGGCG 

GCCGTCGCCTTGAGCGT 
820 138 

ACME1 
TCTATTACTGAGCCAGAA GTA CG 

CACGTAACTTGCTAGAACGAGTA 
733 139 

ACME2 
TCAGCTGCTAACTTCTCAAGGTAAAG 

CATTTTGCGCAGGTGCTAAG 
65 140 

cap1 
AGGTCTGCTAATTAGTGCAA 

GAACCCAGTACAGGTATCACCA 
550 141 

cap2 
AGCAATCTTCGGTTATTGCCGGTG 

ATGACGGTAAGGCATCAAGGTCG 
732 141 

cap5 
ATGACGATGAGGATAGCG 

CTCGGATAACACCTGTTGC 
881 141 

cap8 
ATGACGATGAGGATAGCG 

CACCTAACATAAGGCAAG 
1148 141 

pmsA 
CTTTCACATGGGTATCATTGCAGG 

CAATAGCCATCGTTTTGTCCTCCT 
266 142 

psmB 
TAATAATGACGGCGCAAAATTAGG 

GCAACGATGTCTACGATACTTGTGC 
238 142 

bap 
CCCTATATCGAAGGTGTAGAATTGCAC 

GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC 
971 143 

icaA 
CCTAACTAACGAAAGGTAG 

AAGATATAGCGATAAGTGC 
1315 144 

icaD 
AAACGTAAGAGAGGTGG 

GGCAATATGATCAAGATAC 
381 144 

pUB110 
CAGGTCTCTTCAGATCTACG 

GAGCCATAAACACCAATAGCC 
381 145 

*icaA 
GAGGTAAAGCCACGCACTC 

CCTGTAACCGCACCAAGTTT 
151 137 

*icaD 
ACCCAACGCTAAAATCATCG 

CGCAAAATGCCCATACTTTC 
211 137 

*fnbA 
AAATTGGGAGCAGCATCAGT 

GCAGCTGAATTCCCATTTTC 
121 137 
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*fnbB 
ACGCTCAAGGCGACGGCAAAG 

ACCTTCTGCATGACCTTCTGCACCT 
197 137 

*gyrB 
GGTGGCGACTTTGATCTAGC 

TTATACAACGGTGGCTGTGC 
170 98 

*16S 

rRNA 

GGGACCCGCACAAGCGGTGG 

GGGTTGCGCTCGTTGCGGGA 
191 137 

*psmA 
GTATCATCGCTGGCATCA 

AAGACCTCCTTTGTTTGTTATG 
89 146 

*psmB 
TGGACTAGCAGAAGCAATC 

TAGTAAACCCACACCGTTAG 
109 146 

*Partidores utilizados en experimentos de qRT-PCR. 

Aspectos bioéticos y de bioseguridad 

 

Para el desarrollo de los experimentos de esta tesis, se utilizó aislados clínicos 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 Guía de 

Bioseguridad para Laboratorios Clínicos del Instituto de Salud Pública, de 2013 147. 

 

En cuanto al tratamiento de los desechos, el Laboratorio de Investigación en Agentes 

Antibacterianos (LIAA-UdeC) del Departamento de Microbiología de la Facultad de 

Ciencias Biológicas se rige por los procedimientos establecidos por MAPTEL, de la 

Universidad de Concepción, y cuenta con instalaciones de un laboratorio BSL tipo 2 

apropiadas para el manejo de los patógenos de este estudio. El LIAA, además, cuenta 

con cámaras de bioseguridad clase II ThermoScientific®, autoclaves, acceso restringido 

y espacios delimitados para minimizar el riesgo de infección.  
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Para fines de evaluación bioética, esta tesis no utilizó modelos in vivo para sus estudios. 

Las cepas clínicas que se emplearon no disponen de información sensible asociada 

(datos clínicos de pacientes) que pueda afectar la ley 20.584, la cual regula los derechos 

y deberes que tienen las personas en relación con acciones vinculadas a su atención en 

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

ISP Chile. 

N° de 
aislado 

Año de 
aislamiento 

Ciudad 
Tipo de 
muestra 

PVL* 

21 2012 Puerto Montt sangre negativo 

23 2012 Región Metropolitana sangre negativo 

25 2012 Puerto Montt sangre negativo 

27 2012 Temuco sangre negativo 

28 2012 Rancagua sangre negativo 

31 2012 Viña del Mar sangre negativo 

32 2012 Concepción sangre negativo 

33 2013 Rancagua sangre negativo 

35 2013 Región Metropolitana sangre negativo 

36 2013 Puerto Montt sangre negativo 

37 2013 Los Angeles sangre negativo 

38 2013 Valparaíso sangre negativo 

39 2013 Concepción sangre negativo 

41 2013 Puerto Montt sangre negativo 

43 2013 Concepción sangre negativo 

46 2014 Temuco sangre negativo 

47 2014 Región Metropolitana sangre negativo 

48 2014 Concepción sangre negativo 

50 2014 Región Metropolitana sangre negativo 
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N° 

Cepario 
Año 

Localización 

geográfica 

Origen de la 

muestra 
PVL* 

51 2014 Región Metropolitana sangre negativo 

54 2014 Región Metropolitana sangre negativo 

56 2014 Región Metropolitana sangre negativo 

58 2014 Puerto Montt sangre negativo 

62 2015 Región Metropolitana sangre negativo 

64 2015 Puerto Montt sangre negativo 

66 2015 Región Metropolitana sangre negativo 

67 2015 Talca sangre negativo 

68 2015 Región Metropolitana sangre negativo 

69 2015 Puerto Montt sangre negativo 

70 2015 Región Metropolitana sangre negativo 

71 2015 Región Metropolitana sangre negativo 

72 2015 Región Metropolitana sangre negativo 

73 2016 Temuco sangre negativo 

74 2016 Puerto Montt sangre negativo 

77 2016 Concepción sangre negativo 

78 2016 Región Metropolitana sangre negativo 

79 2016 Región Metropolitana sangre negativo 

81 2016 Osorno sangre negativo 

83 2016 Región Metropolitana sangre Negativo 

Tabla 3 (continuación): Información de las cepas de SARM de origen hospitalarios referidas desde el 

ISP Chile. 
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N° 

Cepario 
Año 

Localización 

geográfica 

Origen de la 

muestra 
PVL* 

84 2016 Región Metropolitana sangre negativo 

86 2016 Región 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 Región Metropolitana sangre negativo 

97 2017 Región Metropolitana sangre negativo 

98 2017 Región Metropolitana sangre negativo 

99 2017 Rancagua sangre negativo 

100 2017 Región Metropolitana sangre negativo 

*PVL: Leucocidina Panton-Valentine 

 

 

  

Tabla 3 (continuación): Información de las cepas de SARM de origen hospitalarios referidas desde el 

ISP Chile. 



64 
 

CAPÍTULO IV: RESULTADOS 

Confirmación de las cepas 

 

En todas las cepas referidas por el ISP de Chile se confirmó la identificación de la especie 

y el genotipo de SARM mediante la amplificación por PCR de los genes nuc, coag y 

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

Caracterización de las cepas 

 

Las cepas fueron inicialmente tipificadas mediante PCR convencional en función 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 

II, 4 cepas (8%) presentaron el SCCmec tipo IVa y 1 cepa (2%) presentó el SCCmec tipo 

IVc (figura 9). Sólo 1 de las cepas presentó 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). Además, se determinó 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 sólo 18 se logró determinar el tipo de agr, 

determinándose que 15 de ellas (30%) pertencen al grupo agr tipo II 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.  

 

Figura 9: Distribución 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:  Distribución spa types en 50 cepas de SARM-AH aisladas en hospitales de 
Chile 

 

spa type Frecuencia (N° de cepas) % 

t149 33 66 

t002 6 12 

t008 1 2 

t143 1 2 

t2 1 2 

t664 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 antibiótica 

llevados a cabo mediante el método de difusión en placa de agar Müeller-Hinton fueron 

consistentes con el test de FOX, ya que el 100% de las cepas fue resistente a OXA.  

Frente a los antibióticos del grupo MLSB,  44 cepas (98%) fueron resistentes a CLI, ERY, 

CLA, AZM, y sólo 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 aminoglucósidos se encontró 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 antibióticos.  Los estudios 

de susceptibilidad a FOS muestran que 43 cepas (96%) son susceptibles y 2 cepas (4%) 

son resistentes a este antibiótico, de acuerdo con los criterios de EUCAST 2021 148. El 

100% de las cepas fue susceptible a SXT y 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 difusión 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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Determinación de la Concentración Inhibitoria Mínima (CMI) 

 

Se determinó la CMI a antibióticos LZD, VAN y DAP y a β-CLA mediante el método de 

microdilución en placa de 96 pocillos, y a CPT mediante el método de epsilometría (E-

test®). 

 

Todas las cepas fueron susceptibles a LZD, VAN y DAP mostrando valores de CMI90 de 

2 µg/mL, 1 µg/mL y 0,25 µg/mL, respectivamente. Por otra parte, frente a CPT, 15 cepas 

(30%) fueron susceptibles y 35 cepas (70%) fueron susceptible dosis dependiente (SSD) 

a este antibiótico (tabla 4). 

 

Para el caso de β-CLA, se le determinó la CMI a las cepas incluidas en los ensayos de 

formación y erradicación de biopelículas en presencia de antibióticos y este compuesto 

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

 

Tabla 4: Resultados de CMI50 y CMI90 sobre cepas de SARM de origen hospitalario 

referidas desde el ISP Chile (N=45). 

 

 CMI50 (µg/mL)  CMI90 (µg/mL)  

 VAN DAP LZD CPT  VAN DAP LZD CPT 

SARM-AH 1 0,25 2 1,5  1 0,5 2 1,5 
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Genes de resistencia a antibióticos  

 

Mediante la secuenciación del genoma completo se realizó la detección de genes de 

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

 

Se detectaron los siguientes genes que codifican mecanismos de resistencia a la familia 

de los aminoglucósidos: aac(6')-Ie-aph(2'')-Ia en 37 cepas (82%), aad(6) y ant(6)-Ia en 

29 cepas (64%), aadD en 7 cepas (16%), aadE en 3 cepas (7%), ant(9)-Ia en 44 cepas 

(98%), ant(4')-Ib en 7 cepas (16%), sat4 en 18 cepas (40%) y aph(3')-IIIa 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 antibióticos del grupo 

MLSB. 

 

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 detectó 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: Distribución porcentual de cepas de SARM con genes de resistencia a 

diferentes familias de antibióticos (N=45 cepas). 

 

Familia de antibióticos 
Genes de 

resistencia 
n (%) 

β-lactámicos 
blaZ 37 (82) 

mecA 45 (100) 

Aminoglucósidos 

aac(6')-Ie-aph(2'')-Ia 37 (82) 

aad(6) 37 (82) 

ant(6)-Ia_1 37 (82) 

aadD_1 37 (82) 

aadE_1 37 (82) 

ant(9)-Ia 37 (82) 

ant(4')-Ib 37 (82) 

aph(3')-IIIa 37 (82) 

sat-4 18 (44) 

MLSB 
ermA 44 (98) 

ermC 2 (4) 

Fosfomicina fosB 45 (100) 

Quinolonas, QACs 
norA 45 (100) 

sav1866 45 (100) 

 mgrA 45 (100) 

Rifamicinas rphB 41 (91) 

 sat-4 18 (40) 

Tetracilcinas tet(38) 45 (100) 

Cotrimoxazol dfrC 1 (2) 

Sistema regulador de bombas de 2 componentes 
arlR 45 (100) 

arlS 44 (98) 

Fluoroquinolonas, tetraciclinas, glicilciclinas y QACs 
mepA 45 (100) 

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, producción de 

exoenzimas, evasión del sistema inmune, captación del hierro, toxinas y enterotoxinas. 

 

Desde el punto de vista de la producción de biopelículas, 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 operón icaABCDR; 36 cepas (80%) 

presentaron el gen hly/hla y el 100% portaban los genes hlb y hld. No se detectó la 

presencia del gen bap, ni de los operones pmsA y pmsB en ninguna de las 45 cepas 

ensayadas. 

 

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

de SARM-AH. 

 

Factores de virulencia  
Genes 

relacionados 
 n (%) 

          

Factor de aglutinación A   clfA   43 (98) 

Factor de aglutinación B   clfB   43 (98) 

Proteína de unión a elastina   ebp   43 (98) 

Proteína de adherencia 

extracelular/Proteína análoga MHC 

  
eap/map 

  
42 (93) 

Proteínas de unión a fibronectina 
  fnbA   43 (98) 

  fnbB   9 (20) 

Adhesina intercelular 

  icaA   43 (98) 

  icaB   43 (98) 

  icaC   43 (98) 

  icaD   43 (98) 

  icaR   43 (98) 

Proteínas de unión Serina-Aspartato   sdrC   43 (98) 

   sdrF   43 (98) 

   sdrG   42 (93) 
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Tabla 7: Distribución de genes de virulencia que codifican exoenzimas en 45 cepas de 

SARM-AH 

 

Factores de virulencia  
Genes 

relacionados 
 n (%) 

Adenosina sintasa A  adsA  45 (100) 

Aureolisina  aur  45 (100) 

Cisteína proteasa 

 sspA  43 (96) 

 sspB  43 (96) 

 sspC  43 (96) 

Hialuronato liasa  hysA  45 (100) 

Lipasa 
 lip  43 (98) 

 geh  43 (98) 

Serina proteasa 

 splA  39 (87) 

 splB  38 (85) 

 splE  1 (2) 

Estafilocoagulasa  coa  43 (98) 

Proteasa dependiente de ATP  clpP  42 (93) 

Estafiloquinasa  sak  43 (98) 

Proteína de unión al Factor 

de von Willebrand 
 vWbp  43 (96) 
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Tabla 8: Distribución de genes que codifican factores de virulencia implicados en la 

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

 

Factores de virulencia  Genes relacionados  n (%) 

     

Polisacárido capsular 
 cap5  8 (18) 

 cap8  37 (82) 

Proteína de unión de la quimiotaxis 

de S. aureus 
 chp  43 (96) 

Inhibidor del complemento   scn  45 (100) 

Proteína estafilocócica A  spa  45 (100) 

Aglutinador de inmunoglobulina  sbi  45 (100) 

 

Tabla 9: Distribución de genes que codifican factores de virulencia implicados en la 

adquisición de hierro en 45 cepas de SARM-AH. 

 

Factores de virulencia     n (%) 

Determinantes de superficie regulados por hierro 

isdA  42 (93) 

isdB  43 (98) 

isdC  43 (98) 

isdD  43 (98) 

isdE  43 (98) 

isdF  43 (96) 

isdG  37 (82) 

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

síntesis de toxinas en 45 cepas de SARM-AH. 

 

  
Factores de virulencia 

Genes 
relacionados 

 n (%) 

Sistema de 

secreción 

Sistema de secreción tipo VII 

(SST7) 

esaA  43 (98) 

esaB  43 (98) 

esaC  43 (98) 

essA  43 (98) 

essB  43 (98) 

essC  43 (98) 

esxA  43 (98) 

esxB  43 (98) 

Hemolisinas 

Hemolisina alfa hly/hla  36 (80) 

Hemolisina beta hlb  45 (100) 

Hemolisina delta hld  45 (100) 

Hemolisina gamma 

hlgA  43 (98) 

hlgB  43 (98) 

hlgC  43 (98) 

Leucocidinas 
Leucocidina Panton-

Valentine 

lukF-PV  43 (98) 

lukS-PV  0 (0) 
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Tabla 11: Distribución de genes que codifican factores de virulencia implicados en la 

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

 

  
Factores de virulencia 

Genes 
relacionados 

n (%) 

    

Enterotoxinas 

Enterotoxina A sea 3 (7) 

Enterotoxina B seb 2 (4) 

Enterotoxina D sed 5 (11) 

Enterotoxina G seg 36 (80) 

Enterotoxina I sei 37 (83) 

Enterotoxina J sej 5 (11) 

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 relación genética 

 

El análisis de clústeres de las 45 cepas, mediante macrorestricción y PFGE, determinó 

la presencia de 5 clados de cepas relacionadas ( 80% de similitud 131), destacando el 

clado IV (azul) con 12 cepas, que en su totalidad portaban el SCCmec I, ST 5 y 11/12 

cepas presentaron el spatype t149 y uno no asigando (NA) aún 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 años 2013 y 2016. Se 

destaca, además, la presencia de 2 clones dentro del clado: UCO-SA 43 y UCO-SA 33 

el año 2013 en Concepción y Rancagua. El clado IV (verde) está compuesto por 7 cepas 

que en su totalidad portan el SCCmec I, pertenecen al ST 5 y 6/7 cepas presentaron el 

spatype t149 y 1 desconocido (unknowkn), clasificadas como clon Chileno/Cordobés y 

se distribuyen principalmente entre los años 2013 y 2016. Se destaca, además, la 

presencia de 2 clones dentro del clado: UCO-SA 70 y UCO-SA 72 el año 2015 en 

Santiago .El clado V (morado) está compuesto por 5 cepas de las cuales 3 portan el 

SCCmec II, pertenecen al ST 105 y spatype t002. Por otra parte, las otras 2 cepas que 

conformaban este clado portaban el SCCmec I (UCO-SA 37 Y UCO-SA 38),  pertenecen 

al ST 5 - spatype t149 y ST 105 – spatype t002, respectivamenbte. El clado II (en negro) 

se compone por 5 cepas que en su totalidad portaban el SCCmec I, pertenecientes al ST 

5 y 3/4 cepas presentaron el spatype t149 y 1 spatype t143, aisladas entre los años 2015 

y 2017. Finalmente, el clado I está 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 año 2017. 

http://spaserver.ridom.de/
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  Figura 12: Relación genética de las cepas de SARM-AH determinada por macrorestricción con SmaI y 

electroforesis en gel de campo pulsado. 
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Ensayos de formación y erradicación de biopelículas 

Ensayos de adherencia 

 

Se realizaron ensayos de adherencia con la totalidad de las cepas estudiadas, mediante 

el método de placa de microtitulación utilizado por Stepanović 2007 149, y los resultados 

de estos ensayos evidenciarion que fenotípicamente 12 de las cepas (27 %) son no 

formadoras de biopelículas (NFBP), 25 cepas (56 %) son débiles formadoras de 

biopelículas (DFBP) y 8 cepas (18 %) son medianos formadores de biopelículas (MFBP). 

De estas cepas, se seleccionó 1 de cada fenotipo para los ensayos de formación y 

erradicación de biopelículas en presencia de antibióticos y β-CLA. A estas cepas se les 

determinó la CMI de β-CLA (tabla 12) de acuerdo con lo descrito en la metodología y en 

los resultados antes mencionados, y se calculó la sub-CMI de β-CLA, VAN, DAP y LZD 

(tabla 13). 

 

Tabla 12: CMI de β-CLA en los 3 fenotipos de formación de biopelículas en cepas de 

SARM hospitalarios seleccionados de los ensayos de adherencia. 

 

Cepa CMI (µg/mL) 

UCOSA-77 NFBP 32 

UCOSA-99 DFBP 32 

UCOSA-58 MFBP 32 

NFBP: no formador de biopelículas; DFBP: débil productor de biopelículas; MFBP: 
mediano productor de biopelículas.   
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Tabla 13: CMI y Sub-CMI de antibacterianos para cepas seleccionadas para los 
experimentos de microscopía confocal de biopelícula de 21 días. 

 

  CMI (µg/mL)  ½ CMI (µg/mL)  

 FENOTIPO VAN DAP LZD β-CLA  VAN DAP LZD β-CLA 

UCOSA-77 NFBP 1 0,25 2 32  0,5 0,125 1 16 

UCOSA-99 DFBP 1 0,5 2 32  0,5 0,25 1 16 

UCOSA-58 MFBP 0,5 0,25 2 32  0,25 0,125 1 16 

VAN: vancomicina; DAP: daptomicina; LZD: linezolid; βCHLA: beta-cloro-L-alanina; 

NFBP: no formador de biopelículas; DFBP: débil formador de biopelículas; MFBP: 

mediano formador de biopelículas.   
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Ensayos de formación y erradicación de biopelículas en presencia de antibióticos 

y β-CLA 

 

En los ensayos de formación y erradicación de una biopelícula madura, que se realizaron 

en presencia de concentraciones sub-CMI de antibióticos y β-CLA, la cepa UCOSA-77, 

de fenotipo NFBP,  mostró un aumento de la lectura en el espectro verde de la luz. Esto 

es que fenotipicamente hay aumento en la biomasa viva de la biopelícula madura, en 

presencia de concentraciones sub-CMI de VAN, DAP y β-CLA; en comparación con el 

control blanco (sin la presencia de antibióticos, ni β-CLA). Por otra parte, esta cepa 

mostró una disminución significativa de la biomasa viva en el espectro de la luz verde 

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

DAP + β-CLA (p= 0,019) (figura 14).  

 

 

Figura 13: Imagen de microscopía confocal. (A) Biopelícula madura de 21 días de la 

cepa UCOSA-77 (NFBP),sin antibióticos.(B) Biopelícula madura de 21 días de la cepa 

UCOSA-77 (NFBP), en presencia de vancomicina 0,125 µg/mL + βCHLA 16 µg/mL. (C) 

Biopelícula madura de 21 días de la cepa UCOSA-77 (NFBP), en presencia de 

daptomicina 0,125 µg/mL + βCHLA 16 µg/mL. 
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Figura 14: Comparación de volumen de biopelículas vivas entre los distintos antibióticos 

y combinaciones con BCLA en la cepa UCOSA-77. 
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Por otra parte, cuando se analizó dentro del espectro rojo (fenotípicamente, la biomasa 

muerta),  esta cepa mostró un aumento significativo de la lectura sub-CMI de VAN, DAP, 

β-CLA, LZD + β-CLA y VAN + β-CLA; en comparación con el control blanco (sin la adición 

de antibióticos, ni β-CLA) (p=0,009) (figura 14). 

 

 

Figura 15: Comparación de volumen de biopelículas muertas entre los distintos 

antibióticos y combinaciones con BCLA en la cepa UCOSA-77. 
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La cepa UCOSA-99, de fenotipo DFBP, no mostró un cambio estadísticamente 

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 comparación con 

el blanco (figura 16). 

 

Figura 16: Comparación de volumen de biopelículas muertas entre los distintos 

antibióticos y combinaciones con BCLA en la cepa UCOSA-77. 
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La cepa UCOSA-58, de fenotipo MFBP no mostró un cambio estadísticamente 

significativo de la lectura en el espectro de la luz verde; en comparación con el control 

blanco. Sin embargo, cuando se analizó dentro del espectro rojo, esta cepa mostró un 

aumento significativo de la lectura en concentraciones sub-CMI de VAN,DAP, β-CLA, 

LZD + β-CLA, VAN + β-CLA y DAP+ β-CLA; en comparación 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 biopelícula madura (p=0,037) (figura 18). 

 

 

Figura 17: Imagen de microscopía confocal. (A) Biopelícula madura de 21 días de la 

cepa UCOSA-58 (MFBP), sin antibióticos.(B) Biopelícula madura de 21 días de la cepa 

UCOSA-58 (MFBP), en presencia de vancomicina 0,125 µg/mL + βCHLA 16 µg/mL. (C) 

Biopelícula madura de 21 días de la cepa UCOSA-58 (MFBP), en presencia de 

daptomicina 0,125 µg/mL + βCHLA 16 µg/mL. 
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Figura 18: Comparación de volumen de biopelículas muertas entre los distintos 

antibióticos y combinaciones con BCLA en la cepa UCOSA-58. 
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Ensayos de expresión de genes de virulencia 

 

Los ensayos de expresión de genes de virulencia no mostraron resultados concluyentes 

con la metodología ensayada. Se replicaron más de una vez en distintos termocicladores 

con las condiciones descritas en la metodología, sin lograr resultados concluyentes ni 

reproducibles. Las posibles causas de este fenómeno, se abordan con mayor de detalle 

en el capítulo de discusión.  
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CAPÍTULO V: DISCUSIÓN 

 

 

Actualmente, SARM es un importante patógeno involucrado en las IAAS en centros de 

salud de nuestro país. Representa, además, una de las especies de bacterias que se 

incluyen en el listado de patógenos multirresistentes que son prioritarios para la OMS, 

en la categoría prioridad alta 150. En esta tesis, se investigó la caracterización molecular, 

lo cual incuyó la presencia de genes de resistencia a los antibióticos y genes de virulencia 

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

 

Esta tesis se centró 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 9 y excluidas de los siguientes análisis. 

 

Los resultados de la caracterización molecular, confirmaron la presencia del gen mecA 

en todas las cepas y evidenciaron que el la mayoría (84%) de las cepas referidas por el 

ISP de Chile eran portadoras del SCCmec tipo I y el 14% presentaban el SCCmec tipo 

II. 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 I, 

respectivamente  151,152. Por otra parte, los resultados de la clasificación 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, además se logró 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 II, y 2 cepas (4,4%) al agr tipo I, lo que es concordante con lo resultados 

publicados para cepas de Chile 152. 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 así el fenotipo de meticilino resistencia, lo que es 

concordante con la presencia del gen mecA detectado en los estudios de caracterización 

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 clásicamente los SCCmec característicos de estas cepas (I, II y II) poseen 

una estructura de mayor tamaño que las cepas de SARM-AC; lo que permitiría la 

inserción de determinantes genéticos de resistencia a otros antibióticos además de los 

β-lactámicos 153 . 

 

Frente a otros antibióticos no β-lactámicos, las cepas presentaron un perfil de resistencia 

a familias de antibióticos como las quinolonas, aminoglucósidos y del grupo MLSB. Así, 

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 

más elevados en comparación a los presentados en cepas aisladas en Latinoamérica 

151,154–159. Con respecto a los aminoglucósidos, en un estudio realizado en Chile el año 

2008 160 se informó 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 

describió que en cepas chilenas de SARM-AH, la resistencia a GEN alcanzó 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 152. Además, de forma similar en otras regiones del 

mundo se señala la existencia de un elevado porcentaje de resistencia a GEN 162,163 

 

La totalidad de las cepas analizadas en este estudio fueron susceptibles a VAN, LZD, 

DAP, SXT, y sólo 2 cepas fueron resistentes a RIF; manteniéndose estos antibióticos 

como una alternativa de tratamiento dentro del arsenal terapéutico disponible en Chile, 

lo cual concuerda con informes previos para Chile y Latinoamérica 151,164. 

 

Concordantemente con los altos niveles de resistencia a diversas familias de antibióticos 

presentados por las cepas de este estudio, estas además exibieron un amplio perfil de 

genes codificantes de distintos mecanismos de resistencia. Así, el mecanismo de 

resistencia a los antibióticos del grupo MLSB detectado en este grupo de cepas fue 

mediante metilasas ribosomales. Esto está mediado principalmente por el gen ermA 

(98%), además del hallazgo de ermC en 2 de las 45 cepas (4%). Estas enzimas actúan 

metilando el sitio blanco del antibótico correspondiente a la adenina en la posición 2058 

situada en la subunidad 23S del ARNr, generando alteración estérica del ribosoma, lo 

que reduce la afinidad de este grupos de antibióticos. Estos genes se encuentran 

distribuidos en plásmidos y transposones165. Se ha descrito que en S. aureus el gen ermA 

es de ubicación cromosómica y se encuentra inserto en el transposón Tn554, mientras 

que el gen ermC se localiza en el plásmido pMS97 166. 
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En el caso de los aminoglucósidos, y concordantmente con el perfil de resistencia de las 

cepas a estos antibióticos; el 82% portaba los genes codificantes de enzimas 

modificantes de aminoglucósidos (EMA’s) aac(6')-Ie/aph(2'')-Ia, aad(6), ant(6)-Ia1, 

aadD1, aadE1, ant(9)-Ia (también descrito como spc), ant(4')-Ib, aph(3')-IIIa 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 151. Si comparamos la prevalencia fuera de 

la región, los porcentajes de EMAs de nuestras cepas también son superiores a lo 

publicado por otros autores 167–169. En S. aureus las EMA’s que tienen mayor importancia 

clínica son AAC(6')/APH(2"), APH(3)-III y ANT(4), que son codificadas por los genes 

aac(6')-Ie/aph(2"), aph(3)-IIIa, y ant(4)–Ia, respectivamente 168. La primera de ellas es la 

enzima bifuncional AAC(6')-IE/APH(2") que confiere resistencia de alto nivel a GEN, 

además de resistencia a tobramicina, netilmicina, amikacina y kanamicina. Está 

codificada por un gen transportado en el transposón Tn4001, que a su vez se encuentra 

en diversos plásmidos y en el cromosoma 170. La enzima ANT(4’)-Ia genera resistencia 

a tobramicina, amikacina, kanamicina y neomicina, y es coddificada por gen ant(4’)-Ia de 

localización en el plásmido pUB110 171. Por último, la enzima APH(3’)-IIIa, que media 

resistencia a kanamicina y neomicina, y que suele presentar susceptibilidad intermedia 

a amikacina., es codificada por el gen aph(3’)-IIIa, y está inserto en el transposón Tn5405, 

y es de localización plasmídica o cromosómica 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 171.  

 

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 antibióticos y a compuestos de amonio cuaternario (QACs),  además 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 fenómeno son el gen sav1866, el cual confiere resistencia a CIP y el sistema 

regulador de 2 componentes arlRS 171. 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 antibóticos 151. 

 

En todas las cepas se encontró 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 metodología en presencia de genes fos 172. Estos resultados pueden tener base a 

una deficiencia metodológica, ya que fosB codifica una tioltransferasa dependiente de 

Mg2+ y la falta de suplementación de este catión puede ser un factor a considerar a la 

hora de tener resultados discordantes 173.  
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La formación de biopelículas es un rasgo que está estrechamente asociado con la 

persistencia y virulencia bacteriana 174, y se estima que muchas infecciones bacterianas 

crónicas están vinculadas a la producción de biopelículas 175. Por otro lado, SARM ha 

surgido en las últimas décadas como uno de los principales causantes de infecciones 

hospitalarias y comunitarias 176, y la formación de biopelículas se considera uno de sus 

principales factores de virulencia 175,177 . Así, su capacidad para formar biopelículas en 

superficies bióticas o abióticas permite que las cepas de S. aureus colonicen eficazmente 

el organismo huésped o dispositivos médicos, lo que conlleva a que las infecciones sean 

más difíciles de tratar, requiriendo cuidados más intensivos y la sustitución de 

dispositivos médicos, en comparación con las infecciones por biopelículas de 

Staphylococcus epidermidis, por ejemplo 178,179.  

 

En esta tesis, se investigó principalmente la presencia de los genes icaA, icaD, hla, hlb, 

fnbA, fnbB y bap, así como la determinación de la capacidad productora de biopelículas 

en aislados de SARM-AH. La pesquisa de los genes antes mencionados reveló que el 

98% de las cepas de SARM-AH estudiadas presentan el operón icaADBCR, lo que es 

consistente a lo informado por Serray et al.175, en cuyo estudio este operón 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. 180, Pereira-Franchi et al.181, 

Gowrishankar et al.182 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. 175, Khoramian et al. 183 y 

da Fonseca et al.180, los cuales no han reportado la presencia de este gen en ningún 

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 está ampliamente distribuida 

entre las cepas de S. aureus, por lo que, hasta el momento, sólo se ha informado su 

presencia en aislados de mastitis bovina 183,184. 

 

Está documentado en la literatura que SARM tiene una distribución clonal, asociada a 

zonas geográficas específicas; lo cual tiene un comportamiento muy marcado en Chile. 

Los estudios de tipificación molecular incluidos en esta tesis muestran un claro 

predominio del clon Chileno/Cordobés distribuido a lo largo de las ciudades 

representadas en esta investigación, con un predominio de este en todos los clados 

(SCCmec I - ST 5 - t149). Esto es consistente con lo descrito por otros autores 151,152, y 

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 distribución clonal de SARM no es un fenómeno estático 

sino dinámico. Prueba de ello, al observar el clado V podemos notar la aparición de otro 

clon (SCCmec II - ST 105 – t002, cercano al clon USA-100), descrito recientemente como 

clon Río de Janeiro por su prevalencia en esta zona geográfica, en la cual ha ido 

generando un recambio progresivo en la epidemiología de esa zona, el cual ya había 

sido reportado en 2017 por Arias et al.151,185. 
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Los ensayos de formación de biopelículas realizados con las cepas de SARM, 

permitieron determinar que un 74% de las cepas estudiadas corresponden a aislados 

formadores de biopelículas. Esta prevalencia es menor a los resulltados obtenidos por 

Sugimoto et al 186 y Dakheel et al 187 en sus investigaciones, en los que se reportó que el 

87% y el 100% de las cepas de SARM estudiadas eran formadoras de biopelículas, 

respectivamente. No obstante que genotípicamente la totalidad de los aislados de SARM 

poseen los genes icaA e icaD, los cuales están asociados con la producción del 

polisacárido de adhesión intercelular (PIA), existe una discrepancia con los resultados 

obtenidos en la determinación fenotípica de la capacidad productora de biopelículas para 

el caso de las 12 cepas NFBP. En la misma línea, la gran mayoría de las cepas 

estudiadas se encuentran clasificadas en la categoría DFBP. Ambos casos podrían ser 

explicados por lo propuesto por O’Neill et al. 188, quien postula que la adquisición de la 

resistencia a meticilina parece reprimir en cierta medida la formación de biopelículas por 

PIA, mientras que, a su vez, promueve la formación de biopelículas basadas en 

proteínas, lo que fue igualmente descrito en los estudios de Singh et al. 189 y McCarthy 

et al. 190. Sin embargo, las cepas presentaron un amplio perfil de genes de virulencia 

codificantes de factores de virulencia implicados en la adherencia, producción de 

exoenzimas, evasión del sistema inmune, captación del hierro, toxinas y enterotoxinas 

(tabla 6 a la 11). La presencia de los genes hla, hlb 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 metabolómica para enteder el coportamiento frente a la formación 

de biopelículas; ya que la regulación de la expresión 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 óptimas 

para el desarrollo, así como también de la interacción con otros factores de virulencia 193. 

Por otra parte, se postula que la expresión de determinantes de virulencia asociados a 

la formación de biopelículas genera un costo energético alto en S. aureus y que esto 

debe equilibrarse (mediante la represión del locus agr) con la expresión de resistencia  a 

los antibióticos en cepas multirresistentes, lo que podría explicarse en gran medida en 

las cepas de este estudio; las cuales exibieron amplios perfiles de resistencia versus bajo 

porcentaje de formación de biopelículas 194. Sin embargo, cuando el sistema agr se 

mantiene en estado de represión, este mantiene la expresión de factores de virulencia 

implicados en la adherencia al hospedero, lo que podría explicar el éxito del clon 

Chileno/Cordobés en la colonización y el mantenimiento en el tiempo como clon 

dominante dentro de los hospitales chilenos; puesto que el primer paso para el 

establecimiento de la infeción es la colonización del hospedero 193–195. 

   

S. aureus ha demostrado una gran versatilidad para el rápido desarrollo de resistencia a 

los antibióticos, lo que se ve agravado, en las infecciones en las cuales esta bacteria 

forma biopelículas; por lo cual, actualmente el tratamiento de estas infecciones es un 

desafío en la práctica clínica diaria.Esto ha llevado a la busqueda de compuestos que en 

conjunto con los antibióticos de uso habitual en este patógeno, contribuyan a desagregar 
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la biopelícula bacteriana. Previamente, otros autores han estudiado el uso de 

concentraciones de L-aás y D-aás sobre biopelículas bacterianas en combinación con 

otros compuestos antibacterianos 107,118,196. En esta misma línea, se realizaron 

experimentos de formación y erradicación de biopelícula madura de 21 días en una placa 

metálica, en presencia de concentraciones sub-CMI de los antibióticos LZD,VAN, DAP y 

del compuesto β-CLA. Para ello, se incluyeron cepas de los 3 fenotipos en base a la 

clasificación de formación de biopelículas (FBP) UCO SA-77 NFNP, UCO SA-99 DFBO 

y UCO SA-58 MFBP. Al analizar los resulltados, cuando se induce el experimento de 

formación de biopelículas la cepa UCO SA- 77 NFBP, en presencia de concentraciones 

sub-CMI de 0,5 µg/mL de VAN, 0,125 µg/mL de DAP y 16 µg/mL de β-CLA;  mostró un 

aumento en la biomasa viva de la biopelícula madura, en comparación con el control sin 

antibióticos, ni β-CLA (p= 0,019). Esto indica que, fenotípicamente, el uso de sub-CMI 

VAN, DAP y β-CLA, por sí solos, genera un aumento en la producción de biopelículas 

incluso en una cepa tipificada como NFBP. Para el caso de LZD, esta cepa presentó una 

disminución crítica en la FBP, lo cual es consistente con lo reportado por otros estudios91. 

Se ha comprobado que LZD disminuye la fomación de biopelículas mediante la 

interacción con las proteínas IcaA e IcaB, afectando incluso la morfología celular 

mediante la invaginación de la superficie bacteriana a nivel de la pared celular y de la 

membrana citoplasmática 197. Los genes icaA e icaB son parte del  operón icaADBC, el 

cual está ampliamente presente en las cepas analizadas en este estudio. El operón 

icaADBC está integrado por 4 genes que permiten la biosíntesis de polisacárido de 

adhesión intercelular. El gen icaA codifica una N-acetilglucosaminil transferasa que 

sintetiza oligómeros de PIA a partir de UDP-N-acetilglucosamina. El gen icaD, codifica 
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una proteína transmembrana, cuya presencia otorga eficiencia óptima a icaA, por su 

parte icaB codifica una N-deacetilasa responsable de la desacetilación parcial de PIA; e 

icaC, codifica una proteia O-succinlltransferasa involucrada además en la externalización 

del polisacárido naciente. Por último, el gen icaR actúa como un regulador transcipcional 

de este operón 66,67. Debido a esto, la unión de LZD a las proteínas IcaA e IcaB es un 

punto crítico dentro de la formación de la biopelícula, que podría explicar en gran parte 

el fenotipo y el comportamiento de estas. Además, se ha descrito que el uso de LZD en 

sub-CMIs afecta la expresión de genes que codifican la síntesis de hemolisinas, 

bloqueando la producción de estos factores de virulencia 198. 

 

En cuanto a los resultados referentes al efecto de VAN, la cepa UCOSA-77 mostró un 

aumento en la producción de biopelículas, lo cual es contrario a los resulatdos de Douthit 

y cols. 2019. Sin embargo, estos autores ensayaron a una concentración de VAN  de 1 

µg/mL versus 0,5 µg/mL en este estudio. Además, sus ensayos se llevaron a cabo en 

combinación con RIF, lo cual contribuyó en gran medida a sus resultados 199. Otros 

estudios, sugieren que la dosis de VAN necesarias para la erradicación de una 

biopelícula madura es de 200 μg/mL, requiriendo 28 días para la erradicación de ésta; 

valores por mucho sobre nuestros resultados 200. Estudios in vitro y ex vivo confirman 

que la las hemolisinas desempeñan un papel crucial en el establecimiento de una 

biopelícula tanto en superficies bióticas como abióticas, y que jugarían un papel crucial 

en en las intereacciones célula a célula durante la formación de esta 201,202. Por otra parte, 

como se discute más adelante, a pesar del aumento de la biopelícula en esta cepa, 

también se observó un un efecto bactericida sobre esta cepa en las capas más externas 
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de la biopelícula. Esto es concordante con estudios que reportan que el uso de VAN no 

influye en la erradicación de la estructura de la biopelícula 203. La nula actividad de VAN 

sobre una biopelícula madura podría estar asociada a la difusión limitada de este 

antibiótico, debido a su característica de glicopéptido de alto peso molecular, lo cual 

implicaría su secuestro por la parte más externa de la biopelícula, además de su poca 

interacción con compuestos claves dentro del establecimiento de la biopelícula, 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 µg/mL LZD, y de las combinaciones de 1 µg/mL 

LZD + 16 µg/mL β-CLA, 0,5 µg/mL VAN + 16 µg/mL β-CLA y 0,125 µg/mL de DAP + 16 

µg/mL β-CLA, provocan una disminución 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 β-CLA, se 

discute más adelante sobre la actividad dispersiva que tendríán algunos aminoácidos y 

su análogos en combinación con antibióticos 207.  

 

 

Las cepas UCO SA-99 DFBO y UCO SA-58 MFBP no mostaron un incremento 

significativo en la producción de biopelículas, en comparación con el control, bajo 

ninguna de las condiciones experimentales utilizadas en esta tesis. Algunos autores 

describen que este fenómeno es dependiente del ST de la cepa, y que los resultados 

deben interpretarse de manera particular 100. 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 µg/mL VAN,0,125 µg/mL  DAP, β-CLA, 1 

µg/mL LZD + 16 µg/mL β-CLA y VAN + β-CLA en la cepa UCOSA-77 NFBP  y en la cepa 
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UCOSA-58 MFBP 0,5 µg/mL VAN,0,125 µg/mL DAP, 16 µg/mL β-CLA, 1 µg/mL LZD + 

16 µg/mL β-CLA, 0,25 µg/mL VAN + 16 µg/mL β-CLA y 0,125 µg/mL DAP+ 16 µg/mL β-

CLA;  ambas mostraron un aumento en la señal del espectro rojo en la lectura del 

microscopio electrónico confocal, lo cual indica un aumento comparativo de células 

muertas en esta biopelícula, p=0,009 y p=0,037, respectivamente. En el caso de DAP, 

existen estudios que han reportado el efecto bactericida de este antibiótico sobre una 

biopelículas establecidas, comparando 4 antibióticos distintos (LZD, CLI, VAN y 

tigeciclina), informando que DAP fue la molécula más efectiva para eliminar S. aureus de 

una biopelícula ya formada, al atacar de manera efectiva las biopelículas con 

concentraciones 4 veces menores a la de esos antibióticos 208. En estudios destinados a 

evaluar los efectos bactericidas en modelos de comparación de supervivencia celular 

asociados con biopelículas en cepas de SARM, DAP mostró un efecto bactericida rápido 

y un mejor rendimiento en comparación con otros fármacos, como tigeciclina, pudiendo 

eliminar en promedio el 96% de las células de las películas formadas, y la proporción de 

células sobrevivientes fue menor en caso de exposición a DAP en comparación con el 

caso de todos los otros antibióticos utilizados 209–211. 

 

Como se mencionó anteriormente, el uso de compuestos aminoacídicos ha demostrado 

un efecto dispersor de la biopelícula, lo cual se logra mediante la inhición del crecimiento 

bacteriano y la expresión de genes involucrados en la producción de biopelículas 101, 

disminución de la expresión de la superficie de las fibras amiloides involucradas en la 

formación de la estructura de la biopelículas mediante la incorporación de D-aás en la 

pared celular bacteriana 102. Es este mismo efecto, el que podría indicar la formación de 
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canales que favorezcan la permeabilidad de la biopelícula, favoreciendo la entrada y 

distribución del antibiótico y otras moléculas al interior de la biopelícula, utilizando 

además otras porosidades existentes en el caso de los antibióticos de menor peso 

molecular 199. Otros autores han reportado resultados similares a los de esta tesis 

ensayando la molécula de β-CLA con FOS, donde se reporta una drástica reducción de 

la biopelícula cuando se combina ambos compuestos 118. Esto nos indica que el uso de 

sub CMI de estos compuestos aumenta la producción de biopelícula únicamente en la 

cepa NFBP, no afectando la síntesis de biopelículas en aquellas cepas con fenotipo 

productor. Sin embargo, a pesar de la síntesis de biopelículas, 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 

expresión de genes que se detallan en la metodología. De acuerdo a la literatura, 

podemos identificar diversos factores que pudieron haber contribuido a resultados 

erróneos o falta de amplificación.  

Primero, es fundamental destacar la calidad del ADN/ARN. De acuerdo a los descrito por  

Wilson 212, contaminantes o la degradación de los ácidos nucleicos pueden prevenir la 

amplificación. 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 extracción, que pudo no ser el adecuado para este tipo de ensayos 

 

Otro factor que podría contribuir a este fenómeno, es el diseño inadecuado de los 

partidores utilizados en la metodología, a pesar de que estos fueron tomados de la 
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literatura para su confección137. Cuando los partidores forman estructuras secundarias, 

dímeros o se dirigen a secuencias inespecíficas, la amplificación puede verse 

obstaculizada, arrojando falsos negativos o problemas en el proceso de amplificación 213.  

La configuración del ciclado térmico es otro punto gravitante del proceso. Cualquier 

desviación en las temperaturas de desnaturalización, alineación y extensión podría 

prevenir la amplificación 214. Esta configuración, también fue realizada de acuerdo a lo 

descrito en la literatura 137. 

 

Finalmente, y quizás uno de los factores más desafiantes, es la presencia de inhibidores 

de la reacción de PCR. Estos compuestos interfieren con la PCR y reducen la eficiencia 

de los procesos enzimáticos, conduciendo a resultados débiles o incluso falsos 

negativos. Al-Soud y Rådström 215 indican que algunas sustancias que incluyen 

compuestos orgánicos, proteínas, polisacáridos complejos, tintes y iones metálicos, 

actúan como inhibidores de la reacción. Dentro de estos compuestos, podemos 

encontrar reactivos como fenol y etanol, que son remanentes de los procesos de 

extracción de ácidos nucleicos que podrían inhibir la reacción, junto a proteinasa K, e 

incluso, algunos iones metálicos propios de reactivos utilizados en este proceso 215. 

Este es un factor que se sugiere revisar en la proyección de esta tesis, con miras a 

dilucidar este fenómeno, con el fin de complementar los resultados obtenidos en esta 

investigación. 
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En resumen, los resultados de esta tesis contribuyen al conocimiento de la epidemiología 

molecular de SARM-AH entre los años 2012 al 2017 en hospitales chilenos, así como a 

sus perfiles de susceptibilidad a los antibióticos, mecanismos resistencia a los 

antibióticos de uso clínico en Chile, y de los genes implicados en la producción de 

factores de virulencia de estas cepas. Además, entrega datos de la capacidad de 

producción de biopelículaslas y una aproximación de la contribución de concentraciones 

sub inhibitorias en la producción de biopelículas, y en el conocimiento del aporte de la 

molécula de β-CLA, en combinación con antibióticos de uso clínico en el tratamiento de 

infecciones por SARM utilizados en Chile, en la erradicación de una biopelícula 

establecida. 
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CAPÍTULO VI: CONCLUSIONES 

 

1. Las cepas de SARM-AH referidas por el ISP de Chile analizadas en esta tesis, 

presentan prevalentemente, tanto a nivel fenotípico como genotípico, el perfil 

clásico del clon Chileno/Cordobés. Esto es, a nivel molecular, SCCmec I-ST5-

t149.  

2. Desde el punto de vista fenotípico, presentan el perfil de susceptibilidad a SXT, 

RIF, LZD,DAP y VAN; y un perfil de multirresistencia marcado a los antibióticos 

del grupo MLSB, quinolonas y aminoglucósidos.  

3. Poseen un amplio arsenal de genes virulencia, principalmente codificantes de 

factores de adherencia, exoenzimas, toxinas y hemolisinas. 

4. El uso de concentraciones sub-CMI β-CLA, VAN y DAP contribuyen al a formación 

de biopelículas en una cepa con fenotipo no productor; sin embargo, el uso de 

combinaciones a concentraciones sub-CMI de 1 µg/mL LZD, y de las 

combinaciones de 1 µg/mL LZD +16 µg/mL β-CLA, 0,5 µg/mL VAN + 16 µg/mL β-

CLA y 0,125 µg/mL de DAP + 16 µg/mL β-CLA, provocan una disminución de la 

formación de esta biopelícula, favoreciendo su erradicación. 

 

Por lo anterior, se acepta la hipótesis 1 de esta investigación. 

 

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

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

resultados más concluyentes. 
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PROYECCIONES 

 

En este trabajo se evidencia el efecto de la molécula de β-cloro-L-alanina en combinación 

con antibióticos de uso clínico en Chile, para el tratamiento por infecciones de SARM; en 

la formación y desagregación de biopelículas bacterianas causadas por este patógeno. 

Se sugiere ensayar estos resultados con un número mayor de cepas, e incorporar el 

efecto en la expresión de un mayor número de genes de virulencia implicados en la 

formación de biopelículas, así como también, de sus reguladores transcripcionales. 

 

Sería ideal, incorporar técnicas de metabolómica dentro de la metodología, que por su 

costo, dificultan su realización. 

 

Además, se hacen necesarios estudios de citotoxidad para evaluar el uso de esta 

molécula en aplicaciones clínicas, como el uso de apósitos en el tratamiento de heridas 

prducidas por este patógeno, y la erradicación de biopelículas de prótesis infectadas. 

 

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

prevalentes de relevancia clínica, formadores de biopelículas, como lo es Pseudomonas 

aeruginosa.   
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Abstract: Macrolides, lincosamides and type B streptogramins (MLSB) 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 MLSB resistance phenotypes in both community- (CA) and hospital-

acquired (HA) MRSA isolates. Antimicrobial susceptibility to MLSB 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 2,216. 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 9. MRSA 

has shown a remarkable ability to develop resistance to a myriad of antibiotics, as well as 

to different disinfectants and heavy metals 217. Vancomycin (VAN), a member of the 

glycopeptides, has been used as an important option to treat MRSA infections 218. 

However, the risk of dissemination of vancomycin-resistant or non-fully susceptible 

strains suggests that this antibiotic should be used sparingly 219. For this reason, 

macrolides (erythromycin [ERY]), lincosamides (clindamycin [CLI]), and streptogramins 

B (MLSB) have emerged as an important therapeutic options to tackle CA-MRSA 

infections 193,220. However, the increased use of these antimicrobial has favored the 

emergence of resistance to these drugs 151,154,221. To date, there are three main MLSB 

resistance mechanisms described: i) changes in the ribosomal target site, which confers 

cross-resistance to the entire MLSB group 222. 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) 223,224. 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 MSB phenotype 225. 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 lnu gene 221. 

Significantly, the MLSB phenotype can be either constitutive (cMLSB) or inducible (iMLSB) 

154. Specifically, CLI, which is the MLSB agent used for the treatment of S. aureus 

infections, is a weak MLSB-resistance inducer and may lead to treatment failure due to 

false susceptibility results displayed in in vitro antimicrobial susceptibility tests 226. 

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 MLSB-resistance phenotype are found in mobile-genetic elements (MGEs) 

and, in consequence, may be horizontally transferred to susceptible strains 227. In Latin 

America, the resistance rates to MLSB antibiotics have been reported to be 74% and 81% 

to ERY and CLI, respectively, among HA-MRSA isolates 151. 

In Chile, S. aureus is one of the main etiological agents in health care-associated 

infections (HAIs) 164. 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%) 164. Despite these data, the MLSB-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 MLSB- and MSB-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 I and Type II 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-MRSA showed 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. 

 

 ST 5 ST 8 ST 30 ST 105 ST 868 ST 923 ST 2802 Total 

HA-

MRSA 
27 0 0 5 0 0 0 32 

CA-

MRSA 
1 28 4 0 1 1 1 36 
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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). All 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 iMLS 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. 

 

          

Resistance profiles HA-MRSA*   

CA-

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 (g/mL) of some antimicrobials against 

methicillin-resistant   Staphylococcus aureus strains isolated in Chile. 

 

Antimicrobials MIC50 MIC90 

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 resistant isolates to:  
Percentage of resistance 

genes:  

 CLI ERY AZM CLR CHL RIF  ermA ermB ermC msrA  

HA-MRSA 97 97 97 97 6 3  88 0 0 0  

CA-MRSA 0 28 28 25 0 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. MLSB 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 MLSB 

group 90% in HA-MRSA. This finding agrees with the results of previous studies carried 

out with strains collected in Chile 151,152. On the other hand, 20% of strains of CA-MRSA 

were resistant to MLSB 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 cMLSB 

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 230.      

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 151,231 and isolates of type 

IV-ST8 in CA-MRSA in Latin America, related to USA-300 clone 151,152. On the other hand, 

the dichotomy regarding the presence of MLSB or MSB 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 β-

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 MLSB 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 151,164. 

In summary, despite the higher frequency of the cMLSB phenotype than iMLSB 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 β-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 -80ºC in glycerol (50% v/v) and 

trypticase broth (2:1). The ISP criteria were used to define HA-MRSA and CA-MRSA 155. 
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Table 5. Hospital-acquired methicillin-resistant   Staphylococcus aureus isolates from 

different Chilean cities. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

various Chilean cities. 

 

      City Number of isolates 

Valparaíso 1 

Viña del Mar 1 

Santiago 14 

Rancagua 2 

      City Number of isolates 

Santiago 15 

Rancagua 2 

Talca 1 

Concepción 2 

Los Ángeles 1 

Temuco 3 

Osorno 1 

Puerto Montt 7 

Total 32 
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Talca 1 

Concepción 5 

Osorno 1 

Los Ángeles 1 

Temuco 3 

Puerto Montt 7 

Total 36 
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4.2. Antimicrobial susceptibility testing 

The cefoxitin test (FOX, 30 µg) for methicillin resistance detection, D-test, iMLSB, cMLSB 

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) 124,125,232. The antibiotics tested were 

erythromycin (ERY, 15 µg), clarithromycin (CLR, 15 µg), azithromycin (AZM, 15 µg), 

clindamycin (CLI, 2 µg), chloramphenicol (CHL, 30 µg), rifampicin (RIF, 5 µg), and 

trimethoprim/sulfamethoxazole (SXT, 25 µg). 

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 124,125. 

 

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 

122,126,129. 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/). 233.  

 

4.4. Molecular detection of antibiotic resistance genes  

The detection of genes involved in the MLSB (ermA, ermB and ermC) and MSB (msrA) 

phenotypes were screened by conventional PCR according to protocols and primers 

previously described 167 (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, MLSB 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 I, a 

Chilean/Cordobes clone, characteristically multiresistant, which includes resistance to 

antibiotics from the MLSB group; and susceptible to SXT and RIF. On the other hand, at 

the community level (CA-MRSA) there is an emergency of ST8-SCCmec IV, 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 MLSB 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 

target 

Primer sequence (5’-3’) Product 

size (bp) 

ermA 
F-TATCTTATCGTTGAGAAGGGAT 

R-CTACACTTGGCTTAGGATGAAA 
139 

ermB 
F- GAAAAGGTACTCAACCAAATA 

R- AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC 
163 

ermC 
F-CTTGTTGATCACGATAATTTCC 

R-ATCTTTTAGCAAACCCGTATTC 
190 

msrA 
F-TCCAATCATAGCACAAAATC 

R-AATTCCCTCTATTTGGTGGT 
163 

pvl 

F-

ATCATAGGTAAAATGTCTGACATGATCCA 

R-GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC 

433 

mecA 
F-GTGAAGATATACCAAGTGATT 

R-ATGCGCTATAGATTGAAAGGAT 
147 

SCCmecI 
F-GCTTTAAAGAGTGTCGTTACAGG 

R-GTTCTCTCATAGTATGACGTCC 
613 

SCCmecII 
F-CGTTGAAGATGATGAAGCG 

R-CGAAATCAATGGTTAATGGACC 
398 
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SCCmecII, 

VIII 

F-TAGCTTATGGTGCTTATGCG 

R-GTGCATGATTTCATTTGTGGC 
128 

Mercury 

elemnt of  

SCCmecIII 

F-CCATATTGTGTACGATGCG 

R-CCTTAGTTGTCGTAACAGATCG 
280 

SCCmec III 

and IIIA 

F-TTCTCATTGATGCTGAAGCC 

R-GTGTAATTTCTTTTGAAAGATATGG 
257 

SCCmec 

IVa 

F-GCCTTATTCGAAGAAACCG 

R-CTACTCTTCTGAAAAGCGTCG 
776 

SCCmec 

IVb, IVF 

F-TCTGGAATTACTTCAGCTGC 

R-AAACAATATTGCTCTCCCTC 
493 

SCCmec 

IVc, IVE 

F-CCTGAATCTAAAGAGATACACCG 

R-GGTTATTTTCATAGTGAATCGC 
200 

SCCmec 

IVd 

F-CTCAAAATACGGACCCCAATACA 

R-TGCTCCAGTAATTGCTAAAG 
881 

SCCmec 

IVE, IVF 

F-CAGATTCATCATTTCAAAGGC 

R-AACAACTATTAGATAATTTCCG 
175 

SCCmec V 
F-GAACATTGTTACTTAAATGAGCG 

R-TGAAAGTTGTACCCTTGACACC 
325 

SCCmec 

VI, VIII 

F-ATCGCTCATTATGGATACYGC 

R5-CCATTTTTTGATAACCTGAACG 

R6- CTATTTTTTTATAGCCTGAACG 

106 
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ANEXO I 

 

 

Tabla 14: Lecturas de los experimentos de microscopía confocal a biopelícula madura, 
utilizadas para la confección de los gráficos. 

Muestra 
Volumen 

verde (um3) 
Volumen 

rojo (um3) 
Intensidad 

media verde 
Intensidad 
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 2011 

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 
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VAN BCHL UCOSA-99 208353 384726 2111 14492 

VAN BCHL UCOSA-99 173655 479692 2000 8316 
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