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Resumen

Antecedentes: La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad caracterizada por infecciones
pulmonares crénicas que afecta calidad de vida. Staphylococcus aureus tiene un rol
importante, reconociendo sus variantes de colonias pequefias (VCPs) como una forma
virulenta y persistente. En el Hospital Dr. Gustavo Fricke, Vifia del Mar se controlan cerca
de 80 pacientes. Se desconocen las caracteristicas de S. aureus que infectan a estos
pacientes, como la resistencia antimicrobiana, genes de virulencia y formacion de biofilm.
Objetivo: Determinar la prevalencia y la caracterizacion de cepas de S. aureus y S. aureus
VCPs de pacientes con FQ.

Metodologia: Estudio descriptivo, transversal y observacional donde participaron 40
pacientes con FQ entre 2022 y 2023. Se identificd S. aureus con técnicas microbioldgicas,
se midié susceptibilidad antimicrobiana por método de difusién en agar, la formacién de
biofilm por cristal violeta y genes de virulencia por PCR (spa, pvl, mecA).

Resultados: Se aislaron 27 cepas de S.aureus y 4 cepas con fenotipo VCPs resultando
una prevalencia de 67,5% y 10% respectivamente. Las cepas fueron resistentes a penicilina
(89%), eritromicina y azitromicina (50%), y 2 cepas (11%) se identificaron como S. aureus
resistente a la meticilina (SARM) y una de estas VCPs. Los perfiles de resistencia fueron
heterogéneos con 22 % de cepas multirresistente. 74% de las cepas tuvo alta produccion
de biofilm, destacando las cepas SARM y VCPs (p<0,05). Todas las cepas de S. aureus
fueron positivas para spa, 4 para pvl y 2 para mecA.

Conclusién: La prevalencia de S. aureus y VCPs fue similar reportes internacionales. Se
destaca una alta resistencia a macrolidos, pero baja multirresistencia. La alta produccion
de biofilm sugiere un papel clave en la patogenicidad. Los genes pvl y mecA fueron poco

frecuentes. Este es uno de los primeros estudios de este tipo en la region.



Abstract

Background: Cystic fibrosis (CF) is a disease characterized by chronic pulmonary
infections that affect patients' quality of life. Staphylococcus aureus plays an important role,
with small colony variants (SCVs) recognized as a virulent and persistent form of this
pathogen. At Dr. Gustavo Fricke Hospital in Vifia del Mar, approximately 80 patients are
treated. The characteristics of S. aureus infecting these patients, including antimicrobial
resistance, virulence genes, and biofilm production, remain unknown.

Objective: To determine the prevalence and characterization of S. aureus and S. aureus
SCV strains in CF patients.

Methodology: This was a descriptive, cross-sectional, and observational study involving 40
CF patients between 2022 and 2023. S. aureus was identified using microbiological
techniques, antimicrobial susceptibility was assessed via agar diffusion, biofilm production
was quantified using crystal violet staining, and virulence genes (spa, pvl, mecA) were
detected by PCR.

Results: A total of 27 S. aureus strains and 4 SCV strains were isolated, with a prevalence
of 67.5% and 10%, respectively. The strains were resistant to penicillin (89%), erythromycin,
and azithromycin (50%). Two strains (11%) were identified as methicillin-resistant S. aureus
(MRSA), one of which was an SCV. Resistance profiles were heterogeneous, with 22% of
the strains classified as multidrug-resistant. Biofilm production was high in 74% of the
strains, notably in MRSA and SCV strains (p<0.05). All S. aureus strains were positive for
spa, 4 for pvl, and 2 for mecA.

Conclusion: The prevalence of S. aureus and SCVs was similar to international reports.

High resistance to macrolides but low multidrug resistance was observed. Elevated biofilm



production suggests a key role in pathogenicity. Pvl and mecA genes were infrequent. This

study stands out as one of the first in the region.



l.Introduccion

1.1 Etiologiay epidemiologia de fibrosis quistica

La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad genética autosémica recesiva comun causada
por una mutacion en el gen CFRT ubicado en el cromosoma 7g31.2, que codifica la proteina
reguladora de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica (en inglés Cystic
Fibrosis Transmembrane Regulator, CFTR)(L6pez-Valdez et al., 2021). La proteina CFTR
es un canal de cloro que regula el transporte de iones cloro y bicarbonato en las células
epiteliales, manteniendo el equilibrio i6nico y la hidratacion del moco. También modula otros
canales idnicos, como el canal de sodio, influyendo en la viscosidad de las secreciones y
en la respuesta inmunitaria (Schwiebert et al., 1998). Algunas mutaciones en esta proteina
provocan la ausencia o el mal funcionamiento de los canales de cloruro en la membrana
apical de células de la superficie pulmonar o epitelio glandular, dando como resultado la
formacion de moco espeso y pegajoso, esto ultimo explica las diferentes manifestaciones
pulmonares, especificamente enfermedad pulmonar obstructiva cronica y progresiva,
sinusitis, malabsorcién debido a insuficiencia pancreatica exocrina que conduce a
desnutricién, enfermedad hepatica (cirrosis biliar) y FQ relacionada con diabetes mellitus
(Dickinson et al., 2021).

Esta enfermedad hereditaria es mas prevalente en personas blancas con ascendencia del
norte de Europa, siendo su incidencia de 1 en 2000-3000 nacimientos y menos en asiaticos-
americanos de 1:3000 individuos (Rafeeq et al., 2017).

En Chile, dada la diversidad racial y mestizaje existente y haciendo referencia a estudios
previos se estima una incidencia aproximada de 1 en 8000 a 10000 recién nacidos vivos y
al 31 de diciembre del 2017 habia 490 pacientes vivos recibiendo atencion en el programa

de garantias explicitas en salud (GES) mediante FONASA, con una esperanza de vida



cercana a los 30 afios segun las orientaciones técnicas para la atencion de FQ (Boza C. et
al., 2020).

1.2 Patogeniay clinica de la enfermedad

La FQ es un trastorno multisistémico que resulta de variantes patogénicas en el gen CFTR,
se hereda de forma autosémica recesiva, del cual se han identificado cerca de 2000
mutaciones diferentes (McCague et al., 2019), las que se clasifican en 7 grupos distintos
gue reflejan anomalias en la sintesis, estructura y funcion de la proteina CFTR. La mutacién
mas comun es la delecién de fenilalanina en la posicion 508 que es una mutacion de clase
2, lo que significa que se sintetiza la proteina CFTR, pero el mal plegamiento de la proteina
evita que esta llegue a la superficie celular, lo que se denomina “defecto de trafico” en la
biosintesis proteica (Lentini N. et al., 2014). Las mutaciones especificas de CFTR que porta
un individuo determinan la cantidad de proteina CFTR funcional presente y se correlacionan
parcialmente con la gravedad fenotipica y la afectacion de 6rganos (Lay-Son et al., 2010).
1.3 Sintomatologia

Los sintomas en el paciente pueden variar segin la edad en que se manifiesten las
infecciones pulmonares y sinusales recurrentes, esteatorrea y desnutricién, lo que puede
llevar a un retraso en el desarrollo del paciente (Accurso et al., 2005). Especificamente en
los pulmones, el taponamiento mucoso de las secreciones espesas provoca inflamacion,
infeccidn crénica, obstruccién progresiva de las vias respiratorias pequefias y el desarrollo
de bronquiectasias (agrandamiento anormal y permanente de los bronquios). La
bronquiectasia conlleva a una disminucion de la capacidad para eliminar las secreciones,
lo cual provoca un aumento en la tasa de infecciones, esto dilata y dafia ain mas las vias
respiratorias (Antonio Cordero Araya et al., 2020). Ademas, los efectos de la disminucién o

la ausencia de la funcion de los canales de cloruro pueden provocar una disfuncién en



varios otros sistemas y érganos. La afectacién pancreatica incluye tanto la insuficiencia
pancreatica exocrina, que da como resultado malabsorcion de grasas, proteinas y
carbohidratos y la subsiguiente desnutricién, como la insuficiencia de insulina y el desarrollo
de diabetes relacionada con FQ (Cano Megias et al., 2015).

En bebés y nifios pequefios, la FQ puede manifestarse en el Utero como intestino
hiperecogénico o dilatado, y después del nacimiento con ileo meconial, presente en el
11,9% de los lactantes con FQ, que puede causar distension abdominal y perforacion
intestinal en el 30% de los casos. El prolapso rectal afecta al 20% de los nifios no tratados,
y otras complicaciones incluyen ictericia prolongada, estasis biliar y deficiencia de vitamina
K. Durante la infancia, pueden presentarse desnutricion, sindrome de agotamiento de sal y
problemas respiratorios como sinusitis y bronquiectasias. Ademas, mas del 98% de los
hombres con FQ son infértiles debido a la ausencia de los conductos deferentes. Las
secreciones espesas en la FQ favorecen infecciones bacterianas recurrentes, agravando
los sintomas respiratorios y gastrointestinales (Crespo Gonzélez et al., 2021).

1.4 Diagnéstico clinico

El diagnéstico de FQ debe realizarse lo antes posible para optimizar el pronéstico del
paciente. La deteccion temprana mejora el prondéstico el cual se debe realizarse con el
tamizaje neonatal o ante la sospecha clinica. El test de sudor es el examen para hacer la
confirmacion diagnéstica.

En casos donde la prueba del sudor no es concluyente o la muestra de sudor es insuficiente,
se puede evaluar la funcion pancreética con la elastasa fecal (Boza C. et al., 2020).

Para un diagndstico mas preciso, especialmente en casos de duda diagndstica o cuando el
test del sudor resulta ambiguo, es esencial realizar un estudio genético (Gartner et al.,

2019).
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Una vez confirmado el diagndstico de FQ, el paciente debe ser remitido a un centro
multidisciplinario especializado.

El seguimiento riguroso y multidisciplinario, junto con la intervencion temprana y el
diagnostico preciso, contribuye a mejorar la calidad de vida y los pronésticos de los
pacientes con FQ, permitiéndoles manejar de manera eficaz los sintomas y las
complicaciones asociadas a esta condicion cronica (Fernandez et al., 2012).

1.5 Tratamiento

Actualmente, los tratamientos existentes para tratar la FQ estan disefiados para controlar
sus sintomas, consistentes principalmente en retencién de moco e infeccién crénica. Para
el tratamiento de la infecciébn pulmonar se considera si es primoinfeccion, infeccion
intermitente o crénica, y es ahi donde la finalidad del tratamiento va a ser la erradicacion
bacteriana, manejo como primo infecciébn o simplemente la disminucién de la carga
bacteriana sin negativizar los cultivos (Boza. et al., 2020).

También la introduccién de moduladores de CFTR ha logrado un gran éxito terapéutico
(Vargas-Roldan et al., 2022). Estos moduladores entregan una alternativa de tratamiento
dirigido que permite un mejor manejo de la enfermedad, hasta la fecha existen 2
compuestos. Los potenciadores que incrementan la actividad CFTR y mejoran el transporte
de iones, y los correctores que mejoran el procesamiento del CFTR y dirigen su transcrito
hacia la membrana plasmética (Esposito et al., 2023).

1.6 Generalidades de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es un colonizador comudn de la poblacion humana y un importante
patégeno oportunista que causa morbilidad y mortalidad significativa a nivel mundial.
Coloniza persistentemente el 20-30% de los humanos, principalmente en la nariz, pero

también en la piel, garganta, axilas, ingle e intestino. Aunque la colonizacion es
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generalmente inofensiva, representa un riesgo para desarrollar infecciones graves como
osteomielitis, bacteriemia, heumonia y endocarditis. Las infecciones pueden ser agudas,
recurrentes o cronicas. S. aureus utiliza diversos factores de virulencia y mecanismos de
evasion inmunitaria para persistir y causar infecciones, complicando el tratamiento y
resaltando la necesidad de comprender mejor su relacion con los humanos para desarrollar
terapias efectivas (Howden et al., 2023).

Ademas, este patdgeno de conocida variabilidad genética, lo que significa, que si bien
codifica genes y caracteristicas propias de la especie puede adquirir un genoma variable
aumentando asi su virulencia como son algunas toxinas: Leucocidina de Panton-Valentine,
toxina exfoliativa, enterotoxinas, genes de resistencia a los antimicrobianos y toxina de
shock toxico entre otros (Cervantes-Garcia et al., 2014).

Las variantes de colonia pequefia (VCP) son una caracteristica descrita en una amplia
variedad de géneros y especies bacterianas. Estas variantes han sido identificadas en
algunos de los microorganismos mas frecuentemente implicados en infecciones
comunitarias y hospitalarias, como S. aureus, tanto en cepas sensibles como resistentes a
meticilina (Chaves, 2014).

S. aureus es uno de los patégenos mas aislados en las vias respiratorias de pacientes con
FQ, junto con Pseudomonas aeruginosa, su presencia adquiere mayor relevancia cuando
se trata de cepas resistentes a meticilina (SARM). Las infecciones causadas por SARM en
individuos con FQ se relacionan con una reduccién acelerada de la funcién pulmonar, una
mayor morbilidad y una menor supervivencia, en comparacion con pacientes con FQ no
colonizados por dicha bacteria, asocidndose a una severa disfuncién pulmonar (Wolter et
al., 2019, Boudet et al., 2021).

En ocasiones S. aureus puede presentarse como un patégeno multidrogoresistente (MDR)
de gran relevancia en infecciones tanto adquiridas en la comunidad como en entornos
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hospitalarios (Duin et al., 2016). Su capacidad de desarrollar resistencia a multiples clases
de antibiéticos compromete significativamente las opciones terapéuticas disponibles y
aumenta la carga clinica y econdémica asociada a sus infecciones. La resistencia en S.
aureus se debe a diversos mecanismos, incluyendo la produccién de B-lactamasas, la
modificacion de dianas antibibticas, la disminucion de la permeabilidad de la membrana y
la sobreexpresion de bombas de eflujo como NorA, que reducen la concentracion
intracelular de antimicrobianos, facilitando la supervivencia bacteriana (Kumar et al., 2023).
Si bien los primeros patégenos bacterianos que se aislan en pacientes con FQ son S.
aureus y Haemophilus influenzae, a medida que avanza la edad los pacientes adquieren
Pseudomona aeruginosa lo cual toma protagonismo durante el resto de su vida. También
se ha demostrado la presencia por colonizacion de Burkholderia cenocepacia, que
contribuye al deterioro de la funcién pulmonar. Igualmente, estos pacientes pueden ser
colonizados por Stenotrophomonas maltophilia, Achromobacter xylosoxidans,
micobacterias no tuberculosas y hongos (Vargas-Roldan et al., 2022).

Adicionalmente, en el transcurso de infecciones pulmonares crénicas en pacientes con FQ,
S. aureus podrian experimentar transformaciones en su genoma. Estos cambios se
encuentran directamente vinculados con la movilizacién de bacteri6fagos, lo cual lleva a
que estos transporten factores de virulencia complementarios, tales como las toxinas
(Goerke et al., 2010).

Las VCP han sido identificadas en una amplia variedad de muestras clinicas, incluyendo
exudados purulentos de infecciones de piel y tejidos blandos, especialmente abscesos,
muestras de sangre, tejidos éseos y articulares, asi como secreciones del tracto
respiratorio. Se cree que la presencia de estas variantes en muchas especies bacterianas

es un mecanismo natural de supervivencia en ciertas circunstancias. Sin embargo, es
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importante destacar que no se ha encontrado un mecanismo genético comun que explique
estos fenotipos especiales en diferentes especies (Chaves, 2014).

Las VCP de S. aureus se caracterizan por su crecimiento lento y la morfologia puntiforme
de sus colonias en agar sangre, generalmente con pigmentacion reducida y ausencia de
beta-hemdlisis. En algunos casos, estas colonias pueden coexistir con aquellas de aspecto
normal o presentar una morfologia distintiva similar a un "huevo frito". Ademas, las VCP
suelen mostrar una actividad reducida en pruebas bioquimicas clave para la identificacién
de S. aureus, como la actividad coagulasa y la fermentacion de manitol (Delgado-Valverde
et al., 2014).

Estas variantes pueden surgir debido a mutaciones espontaneas o inducidas por la
exposicion a antibidticos, afectando genes implicados en la biosintesis de menadiona,
hemina o timidina, compuestos esenciales para la cadena transportadora de electrones y
la sintesis de ADN. En contraste con las colonias tipicas de S. aureus, que tras 24 h en
agar sangre alcanzan un diametro de 3-5 mm con una apariencia lisa, cremosa y
pigmentada de amarillo a amarillo anaranjado, las VCP mantienen un tamafo reducido, un
crecimiento lento y alteraciones en la expresion de pigmentos y hemolisis.

Dado que las VCP suelen estar asociadas a infecciones crénicas, su identificacion en
medios de cultivo es crucial. Se ha descrito que el uso de medios suplementados con
sustratos mencionados anteriormente, como hemina, menadiona o timidina, puede revertir
sus caracteristicas fenotipicas y restaurar el crecimiento normal de las colonias (Kahl,
2014).

Se han aislado VCP de S.aureus en diversas muestras clinicas correspondientes a una
amplia variedad de infecciones. Sin embargo, existen ciertas situaciones clinicas en las que

se han descrito con mayor frecuencia. Una de ellas son las infecciones respiratorias en
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pacientes con FQ. Esto se debe a la exposicion prologada de tratamiento con trimetropim-
sulfametoxazol (Wolter et al., 2013).

Biofilm

Se ha encontrado que la formacion de biofilm es un rasgo de virulencia significativa en S.
aureus, asi como un mecanismo critico para la adaptacion del patégeno en las vias
respiratorias en pacientes con FQ. Estas biopeliculas permiten la evasion del sistema
inmunolégico y ofrecen una proteccién al patdégeno contra el tratamiento con antibioticos.
Por lo tanto, el analisis del biofilm y su papel en la virulencia de S. aureus podria
proporcionar nuevas perspectivas de estudio para el desarrollo de terapias efectivas contra
esta bacteria y mejorar el manejo clinico de la FQ. Las cepas de S. aureus productoras de
biofilm dan cuenta de fracasos al tratamiento (Tahaei et al., 2021). Sin embargo, en cepas
de S. aureus la formacion de biofilm es variable (Hait et al., 2021).

Problematica

La microbiota pulmonar esta implicada en la progresién de la enfermedad, siendo relevante
el rol de S. aureus (Rumpf et al., 2021), reconociendo sus VCPs como una forma virulenta
y persistente de este patégeno (Lissarrague et al., 2019), lo que genera fracasos en el
tratamiento e infecciones repeticidn, ya sea por la misma cepa o cepas diferentes de esta
bacteria y sus diferentes factores de virulencia.

En la V regién de Valparaiso, Chile, en la unidad de FQ (Centro de Referencia nacional de
FQ) del Hospital Dr. Gustavo Fricke (UFQ -HGF) se controlan cerca de 80 pacientes adultos
y nifios, provenientes de diferentes comunas de la region. Sin embargo, se desconocen
algunos de los factores microbiol6gicos asociadas a estos pacientes, como, por ejemplo,
¢ Existiran diferencias en la resistencia antimicrobiana, genes de virulencia y capacidad de
formar biofilm entre los aislamientos de S. aureus en estos de pacientes?, y si ¢estos
pacientes presentaran cepas del tipo VCPs?
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Este estudio busco realizar una caracterizacion de las cepas de S. aureus aisladas de los
pacientes que aceptaron participar en forma voluntaria lo cual permitid establecer la
prevalencia y la caracterizacion de cepas aisladas de pacientes a la hora de su control

(McCague et al., 2019).

2.0BJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia y caracterizaciéon de cepas de Staphylococcus aureus y sus
variantes de colonia pequefia aislados de los pacientes con fibrosis quistica controlados en
el Hospital Dr. Gustavo Fricke.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la prevalencia de Staphylococcus aureus y sus variantes de colonia
pequefia en muestras de origen pulmonar de pacientes con fibrosis quistica que son
controlados en la unidad de fibrosis quistica del Hospital Dr. Gustavo Fricke.

2. Determinar la susceptibilidad antimicrobiana y la capacidad de formacion de biofilm
de los aislados de Staphylococcus aureus y sus variantes de colonia pequefia de pacientes
con fibrosis quistica controlados en el Hospital Dr. Gustavo Fricke.

3. Caracterizar los virulotipos de las cepas aisladas de Staphylococcus aureus y sus
variantes de colonia pequefia en pacientes con fibrosis quistica controlados en el HGF,

mediante la deteccion de genes de virulencia (mecA y leucocidine Panton- Valentine).

3.METODOLOGIA

3.1 Tipo estudio. Este es un estudio de tipo descriptivo transversal, observacional y

cuantitativo.
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3.2 Cepas bacterianas. Se estudiaron cepas de S. aureus y VCPs aisladas de muestras
respiratorias de 40 pacientes con FQ controlados en el HGF, que fueron aisladas en el
laboratorio del HGF. La recoleccién de cepas de S. aureus se llevd a cabo en un periodo 4
meses partiendo en diciembre 2022 hasta marzo 2023. Las cepas de S. aureus fueron
transportadas a temperatura ambiente desde el HGF hasta el laboratorio de investigacion
de la Universidad de Valparaiso en la Facultad de Medicina Campus San Felipe.

3.3 Poblacién estudiada, ética, criterios de inclusion y exclusion. Las cepas de estudio
se obtuvieron de pacientes con FQ, cuya edad fluctu6 entre 1 y 42 afios los que fueron
reclutados con el consentimiento informado y con el asentimiento informado para los
menores de 18 afios. Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Servicio de Salud
Aconcagua (Anexo n°1: Documento de aprobacion) y el Comité de Etica de la Universidad
de Valparaiso, y autorizado por la direccion del Hospital Dr. Gustavo Fricke/SSVQ (Anexo
n°2: documento de autorizacion).

Los datos clinicos de cada control de los pacientes enrolados en el estudio fueron
entregados por los clinicos de la UFQ-HGF en forma anonimizada para ser asociados al
resultado de presencia o ausencia de S. aureus y/o su VCPs. Para los pacientes
diagnosticados con FQ y reclutados en este estudio se registrd en planillas Excel su rango
etario y género.

Criterios de seleccion de los participantes

Criterios de inclusion. Se incluyeron en el estudio a todos los pacientes con diagndstico
de FQ que se controlan en la unidad de fibrosis quistica del HGF, Vifia del Mar, que
aceptaron participar en el estudio.

Criterios de exclusion. Se excluyeron en el estudio pacientes con diagnostico de FQ, que
se controlan en el HGF, Vifia del Mar, que no firmaron el consentimiento informado
(mayores de 18 afios), o el asentimiento informado para los menores de 18 afios (El formato
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de consentimiento informado y de asentimiento se presenta en el Anexo n°3). Ademas, se
excluyé a aquellos pacientes que en el momento del reclutamiento de los sujetos de
investigacion no tenian confirmacién diagnéstica de FQ.

Célculo y justificacion del tamafio de la muestra. Dado que se trata de una poblacién de
entre 60 a 80 pacientes genéticamente diversa y considerando que, en nuestro pais, en los
altimos 10 afios, no existen estudios en esta poblacion de interés, se invité a todos los
sujetos a participar por lo que no fue necesario realizar el calculo muestral.

3.4 Técnicas de recoleccion de informacion.

Aislamiento de S. aureus desde muestras pulmonares de pacientes con FQ. En el
HGF, la recoleccion y el procesamiento de muestras respiratorias de pacientes con FQ se
llevé a cabo siguiendo el protocolo estandarizado denominado "Cultivo de muestras de
pacientes con diagnéstico de FQ”, en el cual se utliz6 MBT Sirius (Bruker
Daltonics/Alemania) y Phoenix M50 (Becton, Dickinson and Company/Estados Unidos) para
la identificacion y susceptibilidad, el que esta detallado en el Anexo N°4.

Identificacion de S. aureus y VCPs. Tras su traslado desde el HGF al laboratorio de
bacteriologia y genética molecular de la Universidad de Valparaiso, campus San Felipe.
Para la identificacion y diferenciacion de S. aureus, los aislamientos fueron sometidos a una
incubacién previa en caldo Tripticasa Soya y posteriormente sembrados en agar sal manitol
y agar sangre. Ademas, se realizé una prueba de coagulasa para confirmar su identidad. El
procedimiento se realiz6 en base al protocolo estandarizado del HGF, detallado en el
Anexo N°4. Las cepas fueron incubadas a 35-37°C en una estufa Elos Breed modelo
B110OF230 (Italia) para su caracterizacion microbioldgica.

Procedimiento. Luego de la incubacion previa de 24h a 35-37°C se sembr6 en agar sangre
columbia y sal manitol por la técnica de estria en placa. Se observaron a las 24h de
incubacioén y se les realizé la prueba de la coagulasa en tubo, la observacion de colonias
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amarillas indicé fermentacion de manitol, caracteristica de S. aureus. Las cepas positivas
para coagulasa fueron sembradas en agar Tripticasa soya para su preservacion en
ceparios, los cuales se almacenaron a temperatura ambiente, cada aislamiento fue rotulado
y asignado con un namero de identificacion. La observacion de las placas de agar sangre
se utilizaron para evaluar la hemolisis y morfologia de S. aureus.

Se clasifico como VCPs, segun analisis macroscopico (principales rasgos observados: lento
crecimiento, tamafio reducido, disminucién de la pigmentacion, inhibicibn de la beta
hemolisis y disminucion parcial de reaccion de la coagulasa) con observacion periddica
durante 5 dias en incubacion a 35°-37°C (Delgado-Valverde et al., 2014).

Para cada paciente reclutado, se registré en una planilla de Excel la presencia de S. aureus
para calcular su prevalencia. Ademas, por cada aislamiento identificado, se documentaron
en la misma planilla los resultados de las pruebas de formacién de biofilm, susceptibilidad
antimicrobiana y deteccién de factores de virulencia.

3.5 Susceptibilidad antimicrobiana

A todos los aislados identificados como S. aureus y S. aureus VCPs se les realiz6 el
antibiograma por la técnica de difusion en agar con sensidiscos utilizando los siguientes
antibidticos: clindamicina (2 ug), eritromicina (15 ug), penicilina G (10I1U), cloranfenicol (30
Mg), gentamicina (10 ug), sulfametoxazol-trimetoprim (23,75/1,25 ug), rifampicina (5 ug),
levofloxacina (5 pg) y minociclina (30 ug), linezolid (30 ug) y fosfomicina (200 ug) (Oxoid
Ltd U.K). La resistencia a meticilina se detecté mediante un sensidisco de cefoxitina 30 pg.
La resistencia inducible a clindamicina en S. aureus se evalué mediante la prueba de
difusion en disco en D (D-test), siguiendo las recomendaciones del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). Se colocaron discos de eritromicina (15 pg) y clindamicina (2 pg)
a una distancia de 15-26 mm, considerando el borde de los discos. Las placas se incubaron
a 35-37°C durante 24 h, tras lo cual se evaluoé la presencia de un achatamiento del halo de
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inhibicion alrededor del disco de clindamicina en la zona adyacente al disco de eritromicina,
lo que se interpretdé como un patrdn de resistencia inducible (tipo D positivo).
Los aislamientos fueron clasificados en tres categorias:
1. Fenotipo D positivo: presencia de un halo de inhibicion en forma de "D" alrededor
del disco de clindamicina, indicando resistencia inducible.
2. Fenotipo D negativo: inhibicibn completa alrededor del disco de clindamicina sin
deformacion del halo, indicando sensibilidad.
3. Fenotipo R constitutivo: ausencia total de halo alrededor del disco de clindamicina,
indicando resistencia constitutiva.
Esto permitié detectar la presencia de resistencia inducible a clindamicina en las cepas
evaluadas, proporcionando informacion relevante sobre la efectividad de los macrolidos y
lincosamidas en el tratamiento de infecciones por S. aureus en pacientes con FQ.
La determinacion de concentracion inhibitoria minima (CMI) se efectué por E-test para
vancomicina y teicoplanina (Liofilchem, Italy) (Lewis et al., 2023).
Procedimiento. Para la preparacion del in6culo bacteriano se suspendieron bacterias de
una colonia aislada en solucién salina estéril, ajustando la densidad del in6culo a una
turbidez equivalente al estandar 0,5 de McFarland utilizando un patrén de turbidez similar
para garantizar la precision. La siembra se realiz6 en Agar Mueller-Hinton, se sumergié un
hisopo estéril en el inGculo bacteriano y se extendié uniformemente sobre la superficie del
agar en tres direcciones para asegurar una cobertura homogénea. Las placas se dejaron
reposar durante 5 min para que el exceso de humedad fuera absorbido. Posteriormente,
utilizando pinzas estériles, se colocaron cuidadosamente los sensidiscos impregnados con
los antibidticos seleccionados, asegurdndose de que cada disco estuviera en contacto total
con el agar y equidistante de los demas para evitar superposiciones en los halos de

inhibicion. Este proceso se completd dentro de los 15 min posteriores a la siembra para
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garantizar la precision del ensayo. Una vez colocados todos los discos, las placas se
incubaron en posicion invertida a 35-37 °C durante 24 h para la correcta difusion de los
antibidticos y posterior lectura de los resultados. Para la tira E-test de vancomicina y
teicoplanina se repitié el mismo procedimiento que los sensidiscos, este procedimiento se
realizé cuidadosamente para evitar desplazamientos o burbujas que pudieran interferir con
la difusién del antibiético (Stephen J. Cavalieri et al, 2005).

Interpretacién de los Resultados:

Se consultaron los puntos de corte establecidos por el CLSI para determinar si las cepas
eran sensibles, intermedias o resistentes (Lewis, 2024).

Control de Calidad: Se utilizaron cepas de referencia (S. aureus ATCC 25923) para validar
los resultados, verificando que los puntos de corte estuvieran dentro de los rangos
aceptados segun la guia CLSI.

3.6 Formacion de Biofilm

La evaluacion de la formacion de biofilm se realiz6 mediante el método de placa de
microtitulacién utilizando una placa estéril de 96 pocillos de fondo plano. Se prepararon las
colonias bacterianas desde el cepario, inoculandolas en 1 mL de caldo de soja Tripticasa
(TSB) suplementado con glucosa al 25 %, seguido de una incubacién a 35-37 °C durante
24 h. Posteriormente, se realizaron diluciones 1:100 del caldo inicial y se inocularon 200 pL
de cada cultivo ajustado en placas de PVC de 96 pocillos, que se incubaron nuevamente a
35-37 °C durante 24 h para inducir la formacién de biofilm. Se utilizé un control negativo
con medio inductor més 0,2 % de SDS, el proceso se repitié en duplicado para mantener
una incubacion de 48h y asi realizar una comparativa en el tiempo de incubacion.

La densidad optica (DO) de los cultivos iniciales se ajusté a 600 nm mediante un lector de
microplacas de la serie M965 marca Accu Reader (Taiwan), realizando mediciones

necesarias con medio fresco y confirmando la DO ajustada antes de la inoculacién, esto
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garantiza que cualquier medida de absorbancia se deba a las células y no al medio.
Después del periodo de incubacion, se midié la densidad bacteriana en las placas a 600
nm, posteriormente se lavaron tres veces con PBS 1X y se dejaron secar a 60 °C durante
1 h. A cada pocillo se afiadieron 200 pL de cristal violeta al 1 %, incubandose a temperatura
ambiente durante 1 min. El exceso de cristal violeta se elimino con tres lavados sucesivos
con agua destilada, y el tratamiento del biofilm se solubilizé con 200 pL de etanol al 95 %.

Las lecturas de absorbancia para medir biofilm se realizaron a 490 nm, los resultados se
expresaron calculando la razéon A490nm/A600nm. Cada ensayo se realiz6 por
cuadruplicado y se corrigieron las lecturas con blancos correspondientes. Finalmente, las
cepas se clasificaron como de alta, moderada o baja capacidad de formacién de biofilm
segun los rangos establecidos: <0,120 (baja), 0,120-0,240 (moderada) y >0,240 (alta) (Hait
et al., 2021).

3.7 Genes de virulencia

La deteccion de los genes mecA, pvl y spa se realiz6 mediante PCR punto final, utilizando
partidores especificos para cada gen (tabla 1). EI ADN gendmico de las cepas de S. aureus
se obtuvo a partir de cultivos en medio LB utilizando E.Z.N.A Bacterial DNA Kit (Omega Bio-
tek/EE.UU), centrifugando 3 mL de cultivo a 4000 x g durante 10 min a temperatura
ambiente. El sedimento se resuspendié en 100 uL de tampon TE y se agregd 10 pL
lisozima, incubandose a 37 °C durante 10 min. Posteriormente, se realizo la lisis celular con
tampén TL (100 uL) y proteinasa K (20 yL) a 55 °C durante 1 h. EI ADN fue purificado
mediante columnas de extraccion y eluido en 50 pL de tampén de elucién, almacenandose
a -20 °C hasta su uso.

Para la PCR, se utilizé un volumen final de reaccién de 25 pL que incluy6 2,5 pL de buffer
10X, 0,5 pL de cada partidor forward y reverse a 5 uM, 0,5 pL de dNTPs (10 mM), 0,125 pL
de Taq. polimerasa (5 U/uL), 15,875 L de agua libre de nucleasas y 5 uL de ADN templado.
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Las reacciones se realizaron en un termociclador Biometra T Personal bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min, seguida de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C por 30 s, alineamiento (56 °C para mecA, 60 °C para pvl y 58 °C
para spa) por 30 s, y extension a 72 °C por 30 s, con una extension final a 72 °C por 10
min. Los productos amplificados se analizaron en un gel de agarosa al 1,6 %, tefiido con
GelRed Biotium, y se visualizaron bajo luz UV para confirmar los tamafios esperados: 155

pb para mecA, 118 pb para pvl y 101 pb para spa (Okolie et al., 2015).

DNA Tamafio  del | Primer Secuencia del primer 5 >3

objetivo amplicon (pb)

mecA 155 mecA-1 | TGGTATGTGGAAGTTAGATTGGGAT
mecA-2 | CTAATCTCATATGTGTTCCTGTATTGGC

pvl 118 pvi-1 TTACACAGTTAAATATGAAGTGAACTGGA
pvl-2 AGCAAAAGCAATGCAATTGATG

spa 101 spa-1 CAGCAAACCATGCAGATGCTA
spa-2 CGCTAATGATAATCCACCAAATACA

Tabla 1: caracteristicas de Primers utilizados

Analisis estadistico

Se calcul6 la prevalencia de S. aureus y VCPs en los pacientes, asi como la presencia de
genes de virulencia en las cepas aisladas. Para el andlisis de datos, se utilizo el software
STATA/MP 14.0, que permiti6 calcular frecuencias y porcentajes para describir las
caracteristicas de los participantes y los resultados obtenidos en el laboratorio. Ademas, se
empled Microsoft Excel para la gestién y organizacion inicial de los datos, asegurando su
correcta estructuracion antes del analisis estadistico detallado.

Para comparar la capacidad de formacion de biofilm entre las distintas cepas, se aplicaron
pruebas estadisticas especificas. Primero, se realiz6 la prueba de normalidad de Shapiro-
Wilk para evaluar si los datos seguian una distribucion normal. Ademas, se utiliz6 la prueba
no parameétrica de Kruskal-Wallis para analizar diferencias significativas en la produccion

de biofilm entre las cepas estudiadas. Los valores p obtenidos en estas pruebas fueron
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interpretados para determinar la significancia estadistica de las diferencias observadas,

considerandose significativas aquellas con p <0,05.

Se aplicaron barras de error a los graficos para representar la desviacion estandar de los
valores de absorbancia, lo que proporcioné una medida de la variabilidad dentro de cada
grupo. Estas barras son Utiles para evaluar la consistencia de los resultados y las
diferencias entre cepas. Una mayor longitud de las barras de error indica una mayor
variabilidad en los datos, mientras que barras mas cortas sugieren valores mas

homogéneos dentro del grupo.

Todo el andlisis se realiz6 siguiendo estandares de calidad y replicabilidad estadistica,
permitiendo una interpretacion confiable de los resultados relacionados con la prevalencia,
los perfiles fenotipicos y la caracterizacién genotipica de las cepas de S. aureus en el

contexto del estudio (McKight & Najab, 2010).

4 Resultados

4.1 S. aureus y S. aureus -VCPs aislados de pacientes con FQ

De los 40 pacientes diagnosticados con FQ que participaron en el estudio, se aislaron 27
cepas de S. aureus, representando una prevalencia del 67,5 % con un intervalo de
confianza del 95 % entre el 50,8 % y el 81,4 %. Ademas, se detectaron S. aureus-VCPs en

el 10 % de los pacientes, con un intervalo de confianza del 95 % entre el 4,7 %y el 27,9 %.
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Tabla 2: Caracteristicas de aislados de S. aureus y S. aureus VCPs de pacientes con

FQ. (N=27)
Caracteristicas de los aislados estudiados
Aislado Muestra Coagulasa |Hemolisis |Morfologia |Edad Sexo spa
1|Vcps Esputo FQ |Positiva gama huevo frito |16 F Positivo
2|S.aureus Esputo FQ |Positiva beta puntiforme |14 M Positivo
3|S.aureus Esputo FQ |Positiva beta puntiforme |5 M Positivo
4(S.aureus Esputo FQ |Positiva beta puntiforme |6 M Positivo
5[Vcps Esputo FQ |Positiva beta huevo frito |1 F Positivo
6|S. aureus  |Esputo FQ |Positiva beta puntiforme |9 F Positivo
7|S. aureus  |Esputo FQ |Positiva beta puntiforme |16 F Positivo
8|S. aureus  |Esputo FQ |Positiva beta puntiforme |14 F Positivo
10(S. aureus  |Esputo FQ |Positiva beta puntiforme |27 F Positivo
13|S. aureus  |Esputo FQ |Positiva beta puntiforme |1 F Positivo
15|Vcps Esputo FQ |Positiva beta huevo frito |7 M Positivo
16(S. aureus  |Esputo FQ |Positiva beta puntiforme |1 F Positivo
17|S. aureus  |Esputo FQ |Positiva beta puntiforme |3 M Positivo
19(S. aureus  |Esputo FQ |Positiva beta puntiforme |13 F Positivo
20|S. aureus |Esputo FQ |[Positiva beta puntiforme |21 M Positivo
22|S. aureus |Esputo FQ |[Positiva beta puntiforme |10 M Positivo
23|S. aureus  |Esputo FQ |Positiva beta puntiforme |42 F Positivo
26|S. aureus |Esputo FQ |Positiva beta puntiforme |24 M Positivo
28(Vcps Esputo FQ |Positiva gama huevo frito |36 F Positivo
29|S. aureus |Esputo FQ |Positiva beta puntiforme |4 F Positivo
32|S. aureus |Esputo FQ |[Positiva beta puntiforme |10 F Positivo
36|S. aureus |Esputo FQ |[Positiva beta puntiforme |17 M Positivo
43|S. aureus  |Esputo FQ [Positiva beta puntiforme |23 M Positivo
45|S. aureus  |Esputo FQ |Positiva beta puntiforme |23 M Positivo
52|S. aureus |Esputo FQ |Positiva beta puntiforme |2 F Positivo
53|S. aureus |Esputo FQ |[Positiva beta puntiforme |42 F Positivo
54|S. aureus |Esputo FQ |[Positiva beta puntiforme |26 F Positivo

La tabla 2 incluye informacién detallada sobre las cepas aisladas, distribuciones por edad,
sexo M= masculino, F=Femenino y la presencia del gen spa. En cuanto a los datos
demograficos, las edades de los pacientes con aislamientos oscilaron entre 1 y 42 afios,
incluyéndose tanto nifios como adultos jovenes. Todas las cepas analizadas fueron
positivas para el gen spa, lo que confirma su identidad como S. aureus. De las 27 cepas de
S. aureus aisladas, 4 cepas presentaron el fenotipo caracteristico S. aureus-VCPs,

identificadas mediante caracteristicas distintivas. Estas variantes mostraron un tamafo

25



reducido en comparacion con las colonias tipicas de S. aureus, crecimiento lento y una

morfologia similar a un “frito huevo”.

Figura 1: Muestras representativas de cultivos de S. aureus,
cepas 1y 4 en agar sal manitol, resultados después de 24 h
de incubacioén a 35-37°C.
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Figura 2: Prueba de hemdlisis después de 24 h de
incubacion a 35-37°C, como se clasifico en la tabla
de caracteristicas de los aislados se puede
evidenciar los 2 tipos de hemolisis entre una cepa S.
aureus-VCPs (1) y una S. aureus (2).

o A— ¢ LL § W % . :
Figura 3: Diferencias morfologicas observadas entre las cepas 1y 2 de S. aureus-
VCPs y S. aureus después de 5 dias de incubacion a 35-37°C.
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La figura 1 representa la capacidad de fermentacion de manitol en las cepas 1y 4
cultivadas en agar sal manitol tras 24 h de incubacion. La fermentacién del manitol,
evidenciada por el cambio de color amarillo en el medio, confirma la caracteristica fenotipica
de S aureus. En el medio de agar sangre, la cepa 2 presenta hemdlisis B (figura 2),
evidenciada por una zona clara alrededor de las colonias. La figura 3 muestra las
diferencias fenotipicas entre las cepas 1y 2 de S. aureus después de 5 dias de incubacion
en agar sangre. La cepa 1, identificada como S. aureus VCPs, exhibe un crecimiento lento
y colonias de menor tamafio con una morfologia caracteristica de "huevo frito", definida por
un centro opaco y bordes translicidos. Ademas, no presenta hemalisis evidente en el medio
de cultivo, lo que contrasta con el fenotipo de S. aureus. Por otro lado, la cepa 2, identificada
como S. aureus, muestra colonias grandes, de bordes bien definidos y apariencia brillante,
tipicas de este microorganismo. Estas observaciones destacan las diferencias en la
morfologia y capacidad de hemodlisis entre las VCPs y las colonias tipicas de S. aureus,

evidenciando la importancia de estos fenotipos en su identificacion y caracterizacion.

4.2 Susceptibilidad antibiotica

La susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de S. aureus aisladas de pacientes con FQ
mostré una marcada heterogeneidad en los perfiles de resistencia. Para penicilina (PEN),
la resistencia fue del 88,8%, Eritromicina (ERI) y azitromicina (AZM) presentaron una
resistencia del 55,5 % y 51,8% respectivamente. En el caso de clindamicina (CLI), la
resistencia fue del 7,4%. La resistencia a cefoxitina (FOX) y gentamicina (GEN) fue del 11,1
% y 14,8% respectivamente, mientras que para levofloxacino (LVX) y fosfomicina (FOS) fue
del 7,4 %. mientras que todas las cepas analizadas fueron sensibles a minoxiclina (MINO),
sulfametoxazol-trimetoprima (SXT), linezolid (LZD), cloranfenicol (CHL), rifampicina (RIF)

vancomicina (VAN) y teicoplanina (TEC) (figura 4).
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Susceptibilidad antibiotica de S. aureus aislados de pacientes
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Figura 4: Susceptibilidad antibi6tica de cepas de S. aureus aisladas de pacientes con FQ
en el Dr. Hospital Gustavo Fricke (HGF). La variable representada en el eje X representa
los antibioticos evaluados, mientras que la variable representada en el eje Y muestra el
porcentaje de las cepas analizadas. Los colores indican los niveles de susceptibilidad:
resistente, sensible e intermedio.

Al analizar los perfiles de resistencia, el mas frecuente fue el perfil de resistencia a
penicilina, encontrado en el 36% de las cepas. Este fue seguido por el perfil combinado de
resistencia a penicilina, eritromicina y azitromicina, que abarco el 28% de las cepas. Otros
perfiles, que incluyen combinaciones mas complejas con resistencia a penicilina junto con
fosfomicina, clindamicina, gentamicina, levofloxacino o cefoxitina, representaron cada uno
un 4%. Solo el 7,4 % de las cepas fueron sensibles a todos los antibiéticos probados,
destacando la diversidad en los patrones de resistencia antimicrobiana observados en la

tabla 3.
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Tabla 3. Perfiles de resistencia antibidtica de las cepas evaluadas.

Antibidticos N° de cepas |Tipos de antibidticos | Porcentaje

PEN 9 1 36%
PEN-ERI-AZM 7 2 28%
PEN-FOX 1 1 1%
PEN-ERI 1 2 4%
ERI- AZM 1 2 1%
PEN-ERI-FOS-AZM 1 3 4%
PEN-ERI-CLI-AZM 1 3 4%
PEN-ERI-GEN-AZM 1 3 1%
PEN-ERI-GEN-LVX-AZM 1 4 4%
PEN-ERI-CLI-GEN-FOX-AZM 1 4 4%
PEN-ERI-GEN-LVX-FOX-AZM 1 5 4%
TOTAL 25|0-5 100%
Sensible 2|0 7,4%

PEN:Penicilina-ERI:Eritromicina-AZM: Azitromicina-FOX: Cefoxitina-FOS: Fosfomicina-
CLI:Clindamicina-GEN:Gentamicina-LVX:Levofloxacino-MINO: Minociclina-SXT: Sulfametoxazol
trimetoprima-LZD:Linezolid-CHL: Cloranfenicol-RIF: Rifampicina-VAN: Vancomicina-
TEC:Teicoplanina

Por otra parte, el 24% de las cepas de S. aureus aisladas, es decir, 6 de las 27 cepas,
presentaron resistencia a tres o mas clases de antibidticos, clasificandolas como
multirresistentes (MDR). Entre estas cepas, se identificaron 3 cepas resistentes a cefoxitina.
En cuanto a las cepas VCPs, se observé que 2 de las 4 variantes aisladas también
presentaron un perfil MDR. Estas cepas mostraron resistencia a penicilina, eritromicina,
azitromicina, gentamicina y levofloxacino, ademdas, de que una S. aureus-VCPs fue

clasificada como SARM por su resistencia a la cefoxitina.
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Formacioén de Biofilm
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Figura 5: Cuantificacién de formacion de biofilm. Resultados de la formacion de biofilm
en las diferentes cepas analizadas, la cepa ATCC 25923 de S. aureus se utiliz6 como
control de referencia. Las cepas identificadas como 1c, 7c y 14c corresponden a cepas
SARM provenientes de otros estudios, empleadas para comparacion. Las cepas
numeradas restantes corresponden a los aislamientos recolectados durante este estudio,
de las cuales las cepas 1, 5, 15y 28 fueron identificadas S. aureus-VCPs. La formacion de
biofilm fue evaluada a través de mediciones de absorbancia, realizada tras una incubacién
de 24 h en placas multipocillo. La formacién de biofilm se clasifica como baja, moderada o
alta segun la relacién de absorbancias A490nm/A600nm, baja formacion: relacién <0,120,
formacion moderada: relacién entre 0,120 y 0,240, alta formacion: relacion >0,240 (Hait et
al., 2021).

Anadlisis General de la Formacién de biofilm

La formacion de biofilm mostré variaciones significativas entre las diferentes cepas de S.
aureus. El control negativo no presenté formacion de biofilm, mientras que el control
positivo, representado por la cepa S. aureus ATCC 25923, demostré un nivel alto de
formacion. Las cepas controles 1C+, 7C+ y 14C+, seleccionadas debido a la presencia del
gen mecA como controles positivos, también presentaron niveles altos de formacion de

biofilm.
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Las cepas 1y 19, ambas clasificadas como SARM, exhibieron notables diferencias en la
formacion de biofilm en comparacion con los controles positivos y negativos, destacando

una variabilidad propia entre las cepas resistentes a meticilina.

En el caso de las VCPs, tres cepas (1, 5 y 15) mostraron una formacion alta de biofilm
segun los valores establecidos en la referencia, mientras que una cepa (28) se clasifico

como de baja formacion de biofilm (Figura 5).
Anélisis Estadistico

Para analizar estadisticamente la capacidad de formacion de biofilm entre las cepas de S.
aureus, se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, dado que los datos no
siguieron una distribucién normal segun la prueba de Shapiro-Wilk. Esta prueba permitié

identificar diferencias significativas (p <0,05) entre los grupos de cepas analizadas.

Las barras de error representadas en el grafico corresponden a la desviacion estandar de
los valores de absorbancia, proporcionando una medida de la variabilidad dentro de cada
grupo de cepas. La presencia de barras de error mas amplias en algunos grupos sugiere
una mayor dispersién de los datos. En contraste, las barras mas reducidas indican
resultados mas homogéneos dentro del grupo. Estos hallazgos destacan la heterogeneidad

en la formacién de biofilm entre las cepas estudiadas.
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Figura 6: Representacion gréafica del porcentaje en cepas de S. aureus aisladas de
pacientes con FQ. La formacién de biofilm se clasifica como baja, moderada o alta segun
la relacion de absorbancias A490nm/A600nm, medida tras 24 h de incubacion en placas
multipocillo. Baja formacion: relacion <0,120, formacién moderada: relacion entre 0,120
y 0,240, alta formacion: relacién >0,240 (Hait et al., 2021).

La clasificaciéon de la formacién de biofilm en las cepas de S. aureus analizadas mostré una
marcada predominancia de la formacion alta. Del total de las cepas evaluadas, un 74 %
presentd alta formacién de biofilm, lo que sugiere una capacidad significativa de adherencia

y produccién de matriz extracelular en la mayoria de los aislamientos.

En contraste, un 14,8 % de las cepas mostr6 una formacion moderada de biofilm, mientras
gue solo un 11,2 % presentd una formacion baja (figura 6). Esta distribucion revela que,
aunque existe heterogeneidad en los niveles de formacién de biofilm entre las cepas

estudiadas, la mayoria tiende a exhibir una capacidad elevada de formacion.
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Figura 7: Formacion de biofilm de las cepas de S. aureus aisladas de pacientes con FQ.
La formacion de biofilm fue evaluada a través de mediciones de absorbancia realizada tras la
incubacion de 24h y 48h. C- corresponde al control negativo, ATCC 25923 corresponde al
control positivo S. aureus.
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La figura 7 compara la formacién de biofilm en cepas de S. aureus a las 24h y 48h de
incubacion. El 74% de las cepas (20/27) presentaron alta formacion de biofilm (A490/A600
>0.240) a las 24h, aumentado este patrén a las 48h (27/27). Las cepas SARM (1y 19) y
VCPs (1, 5, 15 y 28) mostraron valores de absorbancia superiores a 0.240 en ambos
tiempos, El control positivo (ATCC 25923) confirmé la validez metodoldgica, mientras que
el control negativo no evidencié biofilm. Estos resultados resaltan la heterogeneidad
fenotipica en la capacidad de formacion de biofilm, independientemente de la
susceptibilidad, fenotipo VCPs y tiempo.
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4.3 Deteccion de Genes de Virulencia

En este estudio, se evaluaron tres genes claves asociados a la virulencia de S. aureus en
las cepas aisladas de pacientes con FQ mecA, pvl y spa. El gen mecA, relacionado con la
resistencia a meticilina fue detectado en 2 (1 y 19) de las 3 (1, 16 y 19) cepas resistentes a
la meticilina (figura 8), de las cuales la cepa 1 fue clasificada como VCP resistente a la
meticilica con el gen mecA detectado. Por su parte, el gen pvl, que codifica la leucocidina
de Panton-Valentine asociado a infecciones graves y dafio tisular significativo, se identificd
en 4 (7, 23, 29, 53) cepas (figura 9). Finalmente, el gen spa, que codifica la proteina A, un
factor de evasion del sistema inmune y marcador (til para la tipificacibn molecular estuvo

presente en todas las cepas estudiadas (figura 10).

ATCC 1 16 19 Cc- L 5 15 27

Figura 8: Electroforesis en gel agarosa tefiido con GelRed de productos PCR para el gen
mecA. Las bandas corresponden a los gen mecA amplificado a partir de las cepas de S.
aureus izquierda a derecha. SARM ATCC BAA1026-1(VCP)-16-19-Control negativo-
DNA Ladder (100pb)-5-15-27-30-38-42 61-71-77-84-105-73. Tamafio del amplicén 155
pb. Cepas posteriores a la 27 no fueron incluidas en el estudio.
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L. 7.23.29:53. 1 19 16 .7+ C-

Figura 9: Electroforesis en gel de agarosa tefiido con GelRed de productos de PCR del
gen pvl. Las bandas corresponden cepa positiva con el gen pvl amplificados a partir de
cepas de S.aureus. lzquierda a derecha. DNA Ladder(100pb)-7-23-29-53-1-19-16-7+-

control negativo. Tamafio del amplicon 118 pb.

Las bandas corresponden a los genes spa

B D IBAI TP SNCE | amplificados a partir de las cepas de S. aureus
‘ izquierda a derecha. DNA Ladder-1-16-19-

7+SARM-S. coagulasa (-)-control negativo.
Tamafio del amplicon 101 pb.

Figura 10: Electroforesis en gel de agarosa tefiido con GelRed de productos de PCR del
gen spa.
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Discusiodn

En el presente estudio se describen la prevalencia y caracteristicas fenotipicas de 27 cepas
de S. aureus aisladas de 40 pacientes con FQ. Obteniendo una prevalencia del 67,5% para
S. aureus y del 10% para las cepas VCPs. Estos valores son consistentes con estudios
internacionales que informan tasas de prevalencia entre 50% y 80% para S. aureus en
pacientes con FQ, dependiendo del contexto geogréfico, las practicas de manejo clinico y
el acceso a tratamientos antimicrobianos (Rumpf et al., 2021,Nikmanesh et al., 2022), si
bien S. aureus es una de las especias mas frecuentes aisladas en pacientes con FQ hay
estudios que indican que hoy en dia es el mas prevalente debido a las estrategias de
erradicacion de otros patégenos que compiten con S. aureus (Aquino et al., 2017, Schwerdt
et al., 2018). Por otro lado, las tasas de prevalencia en otros estudios hablan de un 11% de
VCPs en pacientes con FQ lo que concuerda con nuestros datos, (Delgado-Valverde et al.,
2014) autores sugieren que su baja prevalencia se puede deber a su dificultad en el
reconocimiento ya que pueden ser enmascaradas por colonias comunes de S. aureus y de

otras especies.

La deteccion de VCPs es particularmente relevante, ya que estas variantes fenotipicas son
conocidas por su capacidad de persistencia en entornos pulmonares cronicos, asi como
por su resistencia a multiples terapias. Estas caracteristicas destacan la importancia de
incluir metodologias especificas para su identificacibon en estudios de vigilancia

microbiol6gica y en la practica clinica (Boza C. et al., 2020).

La caracterizacion de las cepas de S. aureus mostré una alta heterogeneidad. En términos
de morfologia fenotipica, donde las cepas VCPs exhibieron la morfologia y tamafio
caracteristica de colonias pequefias "huevo frito" y un crecimiento lento, confirmando su

identificacion (Delgado-Valverde et al., 2014).
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En relacion con los perfiles de resistencia antimicrobiana, la alta resistencia que se observo
a macrolidos, eritromicina y azitromicina, lo que refleja la presion selectiva asociada al uso
frecuente de estos antibibticos en el tratamiento de infecciones crénicas, es por ello por lo
gue en caso de portacion de S. aureus no se recomienda el uso de antibiéticos profilactico,
ya que favorece una infeccion precoz por P. aeruginosa por falta de inhibicibn competitiva
entre estos patdgenos. En contraste, todas las cepas fueron sensibles a vancomicina y
linezolid, confirmando su efectividad como opciones terapéuticas para infecciones graves
(Boza C. et al., 2020). Cabe destacar que tres cepas presentaron resistencia a meticilina,
pero solo dos de ellas estuvieron asociadas con la presencia del gen mecA. La resistencia
observada en la tercera cepa podria deberse a la accién de otro mecanismo no evaluado
en este estudio, como la presencia de un gen alternativo relacionado con la resistencia a

meticilina, entre los cuales destacan mecB y mecC.

El gen mecC, identificado en 2011, ha sido reportado en cepas de S. aureus aisladas tanto
de humanos como de animales, aunque su prevalencia es significativamente menor en
comparacion con mecA. Estudios han demostrado que la similitud entre mecC y mecA es
de aproximadamente un 69%, lo que sugiere que podrian conferir mecanismos de
resistencia similares, pero con una distribucion epidemiol6gica mas restringida (Vindel et

al., 2016).

Por otro lado, el gen mecB ha sido identificado con menor frecuencia en S. aureus, con
informes limitados sobre su deteccion en aislamientos clinicos. Dado que este estudio no
incluy6 la busqueda de estos genes, la posibilidad de que la resistencia en la cepa en
cuestion sea atribuible a mecC o mecB no puede descartarse completamente y requeriria

estudios adicionales para su confirmacion (Vindel et al., 2016, Chew et al., 2021).
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La susceptibilidad antibiética de las cepas de S. aureus aisladas de pacientes con FQ
presentd un comportamiento heterogéneo, con variaciones en los perfiles de resistencia
entre los distintos antibiéticos evaluados. En comparacion con estudios previos en
pacientes con FQ, los patrones de resistencia observados fueron similares a los reportados
en Medio Oriente (Nikmanesh et al., 2022), donde se describié una alta resistencia a
penicilina y macrolidos (eritromicina y azitromicina), junto con una menor proporcion de
cepas multirresistentes. Esta similitud en los patrones de resistencia podria deberse a
estrategias terapéuticas comunes utilizadas en el manejo de infecciones en pacientes con
FQ, donde el uso prolongado de macrolidos como terapia moduladora de la inflamacion
puede generar una mayor presion selectiva sobre S. aureus, favoreciendo la seleccion de
cepas resistentes. Asimismo, la alta resistencia a penicilina es un hallazgo esperado, dado
que mas del 90% de las cepas de S. aureus a nivel mundial presentan resistencia intrinseca

a este antibiético debido a la produccion de B-lactamasas.

El estudio de (Nikmanesh et al., 2022) , que incluyé tanto adultos como nifios con FQ,
reporté una prevalencia de S. aureus del 68% en su cohorte, valor cercano al 67,5%
observado en nuestro trabajo. Sin embargo, mientras que en su poblacion pediatrica (<18
afos) la resistencia a macrdlidos (eritromicina/azitromicina) alcanzé el 62%, en nuestros
pacientes pediatricos (66,7% de la muestra, edad media: 8 afios) este valor fue del 38,8%,
sugiriendo una posible influencia del manejo ambulatorio en la reduccién de la presién
selectiva por antibiéticos. Esto respalda la hipotesis de que la menor exposicién a terapias
prolongadas, como la profilaxis con azitromicina recomendada por (Boza C. et al., 2020),
podria contribuir a una menor emergencia de cepas multirresistentes (MDR) en nuestro
contexto clinico 24% vs. 30% en (Nikmanesh et al., 2022). Aun asi, ambos estudios

coinciden en que S. aureus sigue siendo el patégeno predominante en nifios antes de la
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colonizacion por P. aeruginosa, lo que refuerza la necesidad de vigilancia continua en este

grupo etario para evitar complicaciones asociadas a resistencia.

La formacion de biofilm es un mecanismo clave en la persistencia de S. aureus en
infecciones pulmonares cronicas (Tahaei et al.,, 2021). En este estudio se evalud la
capacidad de formacién de biofilm en cepas de S.aureus de pacientes con FQ y se
determind variabilidad en esta caracteristica de las cepas analizadas. En particular, las
cepas 1y 19, positivas para mecA, demostraron una mayor formacion de biofilm, lo que
sugiere una ventaja adaptativa frente a la presion antibidtica y la respuesta inmune del
huésped (Idrees et al., 2021). Sin embargo, no todas las cepas analizadas presentaron una
alta capacidad de formacion de biofilm, evidenciandose una notable heterogeneidad en este
fenotipo. Esta variabilidad fue especialmente evidente entre las cepas con fenotipo VCPs y
aguellas positivas para el gen pvl. A pesar de estas diferencias, la cuantificacion demostré
gue todas las cepas incluidas en el estudio fueron capaces de formar biofilm en algun nivel,
lo que sugiere que este fendbmeno puede ocurrir independientemente de la resistencia
antimicrobiana o de los factores genéticos especificos asociados a la virulencia, (Tahaei et
al., 2021) ellos concluyen a pesar de los resultados de otros estudios que han evaluado
relacién entre la resistencia a meticilina y una mayor capacidad para formar biofilm a la cual
concuerdan a que no se puede sacar conclusiones de gran alcance con un nimero tan

pequefio en estudio.

En la caracterizacion de los factores de virulencia, el gen mecA identificado en el 7,4% de
las cepas, confirmo la presencia de S. aureus resistente a meticilina (SARM). La deteccion
de SARM en pacientes con FQ es clinicamente relevante, ya que estas cepas estan
asociadas a infecciones persistentes y mayor dificultad de erradicacion debido a su

resistencia a B-lactamicos, lo que limita las opciones terapéuticas y podria acelerar el
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deterioro pulmonar (Girén et al., 2009). Estos resultados concuerdan con la variabilidad
reportada en la prevalencia de SARM en FQ (2-25%), influenciada por factores como la
edad, el contexto clinico (hospitalario vs. ambulatorio) y la exposicidén previa a antibiéticos

(Wolter et al., 2019, Nikmanesh et al., 2022).

Por otro lado, el gen pvl, asociado a la produccion de leucocidina de Panton-Valentine, se
detectdé en el 14,8% de las cepas. Este factor de virulencia se ha relacionado con
infecciones cutaneas y neumonia necrotizante, debido a su capacidad de inducir dafio
tisular severo y abscesos recurrentes. Sin embargo, ninguna de las cepas SARM fue
positiva para pvl, lo que coincide con la hipétesis de que la mayoria de las cepas SARM
nosocomiales suelen presentar resistencia a multiples antibiéticos y carecer de este factor

de virulencia (Ceballos et al., 2019).

Finalmente, el gen spa, presente en el 100% de las cepas analizadas, resalta la importancia
de la proteina A como un mecanismo clave de evasion inmune en S. aureus. Esta proteina
interfiere con la respuesta inmune del huésped al unirse a la regién Fc de los anticuerpos,
bloqueando la opsonizacién y facilitando la persistencia bacteriana en el tracto respiratorio.
Ademas, el gen spa es especifico de especie, lo que permitié confirmar la identidad de los

aislamientos analizados (Cervantes-Garcia et al., 2014).

Limitaciones del estudio

Es fundamental reconocer las siguientes limitaciones en este trabajo.

Tamafo muestral: La inclusién de 27 cepas de S. aureus limita la generalizacion de los
resultados. Estudios con cohortes mas amplias permitirian establecer patrones
epidemioldgicos robustos, especialmente en subgrupos como pacientes pediatricos vs.

adultos o portadores de VCPs vs. no VCPs.
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Datos clinicos: incluir variables clinicas detalladas (ej: funcién pulmonar, frecuencia de
exacerbaciones, historial de uso de antibiéticos o estadio de la enfermedad) puede

correlacionar la presencia de S. aureus o sus factores de virulencia con el deterioro clinico.

Herramientas de andlisis genético: La deteccion de genes de virulencia se restringio a
mecA, pvl y spa. La inclusion de otros marcadores podria permitir un perfil mas completo

de patogenicidad.
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Conclusion

El presente estudio permitioé caracterizar cepas de S. aureus aisladas de pacientes con FQ,
evaluando su prevalencia, la deteccion de VCPs, factores de virulencia, susceptibilidad
antimicrobiana y capacidad de formacion de biofilm. Los resultados obtenidos evidencian la
interaccion entre estos factores, resaltando el papel de S. aureus como un patégeno
relevante en las infecciones pulmonares cronicas de estos pacientes. Se identificé una alta
formacion de biofilm en la mayoria de las cepas analizadas, lo que sugiere su contribucién
en la persistencia de S. aureus y en la dificultad de erradicar estas infecciones con los

tratamientos convencionales.

Desde una perspectiva epidemiolégica, esto representa uno de los primeros estudios
realizados en la region en pacientes con FQ, aportando informacion microbiolégica y
molecular relevante. Este estudio no solo responde a los objetivos iniciales, sino que la
comparacion con estudios previos internacionales permitio identificar similitudes en la
prevalencia, patrones de resistencia y la presencia de genes de virulencia con matices

propios de la practica clinica local.

La necesidad de nuevos estudios radica en la importancia de incorporar analisis clinicos y
gendmicos mas detallados, junto con un seguimiento longitudinal de los pacientes, lo que
permitiria comprender mejor la evolucion de la infeccidén y su impacto en la progresion de
la enfermedad. Ademas, estudios con un mayor numero de muestras podrian fortalecer la
evidencia y contribuir a estrategias terapéuticas mas efectivas en el manejo de infecciones

cronicas en esta poblacion.
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Anexos

Anexo n°l: Documento de aprobacion

M‘STERIO DE SALUD
SFRVICIO DE SALUD ACONCAGUA

OMITE ETICO CIENTIFICO /
EL.(J / ccs
San Felipe. 26 de Julio de 2022.
Carta- 12/2023
Estimada:

Carmen Aravena
Investigador Principal
Presente

Informo a Ud., que el Comité Ltice Cientifico de Investigacion
del Servicio de Salud Aconcagua, analizé version 2 del Estudio: "Prevalenclia y
coracterizaciéon de staphylococcus aureus y variante colonlas pequefias (VCPs)
aisladas de pacientes con Fibrosis Quistica controlados en el Hospital Gustave
Fricke, Vina del Mar".

En este contexto. se informa que se cefnid APROBADO. debido cl

cumplimiente de los aspectos cientificos metedologico v éticos, revisados por este

comité.
Sin otro particular, saluda Atcntg,werﬁe a ud.
P
S ( \ i
/ ‘o JOSE (WS BUCAREY TAPIA
. o \ PRE§I .
COMITE ETICO GIENTIFICO DE INMESTIGACION
SERVICIODE SALUD ACONCAGUA
“ \
Distribucion: \

v Oficina ce Partes CEC-SSA



Anexo n°2: documento de autorizacion

MIKISTERIC DL SeLUR
SEANTCIO SALUD VIS4 DEL MAR-UILLOTA,
HOSPITAL IR, 3USTAYD FRICKE
DIRECCION

COMPROMISQ FORMAL

En V'Aa del Mar, a 9 de noviembre de 2022, entre el Hospital Dr. Gustava Fricke de Vifia del Mar,
Persona Juridica de Derecho Piblico, Rut N2 61.606.602-1, representado por su Director Jose Luis
Maya Diaz, Chileno, C.l. N2 11.896.844-1, domiciliado en Alvarez N2 1532, Vifia del Mar, en
adelante “El Hospital” por u1a parte, y dofia Carmen Aravena Mollé chilena, de profesién
bioguimica €l 9581430-1, con domicilio Los villares 4300 casa 10, Calle Larga, en adelante la
Irvestizadora Principal, se celebra el siguiznt= acusrdo:

PRIMERO: Que en virtud dz la ejecucién del Zstudia Clinico o Epidemiolégico en el Hospitzl Dr.
Gustavo Fricke, realizado por el Investigacor Principal antes ind vidualizado, se compromete en
aceptar de manera absoluta, Iz arohibizian de manipulacién indebida en cuanto a cualquier
infermacién de los pacientes y su ficha médica, considerandase total mente corfidencial, la cual
debe parmanecer siempre en el Estaslacimiento del Hospital Dr. Gustavo Fricke.

SEGUNDO: Que meadiante sus firmas las partes manifiestan su entera confurmidad respecto al
acuerdo celebrado, el cual pasa a ser parte integrante del Contrato de Serviclos para Ensayos
Clinicos y Formularin Presentacién de Antzscedentos pare Autorizacidn de Estudio Clinico o
tpidemioldgico Hosp tal Dr. Sustavo Fricke.

CARMEN Firmaco
digitalmente por
GLORIA CARMEIN GLORIA
ARAVENA MOLLD
!
A RAVE NA Fecha: 2022.11.08
MOLLO 15:40:12-63'00"
DRA. CARMEN ARAVENA MOLLGO
INVESTIGADOR PEINCIPAL
Universidad de Valparafso

JMDY/ ﬁz@

53



Anexo n°3 consentimiento informado

MINISTERIO DE SALUD
SERVICIO DE SALUD ACOMNCAGUA
COMITE ET!CC CIENTIFICO I}

ANEXON°11 C

CONSENTIMIENTO INFORMADC

Nombre del estudio: Prevalencia y caracterizacion de Staphylococcus aureus v de
pequenas colonias variantes (VCPs) de Staphylococcus aureus aisladas de
pacientes con Fibrosis Quistica controlados en el Hospital Gustavo Fricke, Vifia del
Mar, Chile durante 2022.

Versién N=: 2

Investigadora responsable: Dra. Carmen Aravena Moll6.

Patrocinante: Escuela de Medicina. Universidad de Valparaiso.

Unidad Ejecutante: Laboratorio de Microbiologia y Genética Bacteriana (LMGB),

Arexo HOSCA (Hospital San Camilo), Universidad de Valparaiso, San Felip B

colaboracién con el Centro de referencia v Unidad de Fibrosis Oufstica,m‘;\\
Iy 3 A

Gustavo Fricke, Vifa del Mar.

El proposito de esta informacion es ayudarie a tomar la decisién de partic
en una investigacion cientifica. o
Tome el tiempo que requiera para decidir, lea cuidadosaments este documento-y=
haga las preguntas que desee al investigador o al personal & cargo del a
investigacién.

1. EL O LOS OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION Y SU DURACION

o Esta investigacion busca estudiar la presencia de la bacteria Staphylococus
aureus que puede encontrarse en pacientes con fibrosis quistica (FQ)
produciendo infeccion pulmonar, esta bacteria se estudiara de las muestras
de secreciones de los conlroles habituales que a usted le realizan en al
Hospital Gustave Fricke (HGF), Vifia del Mar (VM) y también en los episodios
de exacerbacién de la enfermadad.

o FEl estudio durara un afo desde julio 2022 a julio 2023. Para esa
investigacion se les solicitara acceso a los datos de su ficha clinica
(capacidad pulmonar, talla, peso, infeccién por otras bacterias, tipo de
mutacién genética del regulador), y datos como edad y género. Esio para =l
andlisis de la relacién entre la presencia o ausencia de esta bacteria con el
estado clinico de la enfermedad.

o Este estudio busca determinar |la presencia de Staphylocccus sureus (S.
aureus) y VCPs y su relacion con el estado clinico de Ia fibrosis quistica (FQ).

2, ATENCION MEDICA A LA QUE TIENE ACCESO CON LA INVESTIGACION
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v De aceptar participar en esta investigacién no cambiaran su situacién médica
nisus atencionss en la unidad de fibrosis quistica, no se realizardn examenes
adicionales pues basta con asistir a sus controles habituales para gue le
realicen los examenes de rutina.

o Tampoco se le solicitara muestras adicionales de secreciones respiratorias
(flemaj fuera de sus controles o episodios de exacerbacin.

3. EL O LOS PROCEDIMIENTOS DE LA INVESTIGACION INCLUYENDO LA
PARTICIPACION ESPECIFICA DEL SUJETO

o Gansistira en estudio microbiolégice de Staphylococus aureus una vez que
la bacteria se obtiene de las mismas muestras de secreciones tomadas a Ud.
en los conlroles habituales o de episodio de exacerbacion por los mismos
profesionales del hospital Gustavo Fricke-Vifia del Mar, quienes nos
entregaran la bacteria para su estudio posterior en los laboratorios de
microbiologia de la Universidad de Valparaiso. ==y

o Ademas, an esta investigacién si, Ud. accede participar nos auiorizarm
utilizar la informacidn de su flcha clinica y datos demograficos los unéQf; yMTE |
relacionados estadisticaments con la presencia o ausencia de esta pacip
en secrecion pulmonar. “

o Para este estudio no se requiere anilisis o exémenes diferen
extraordinarios a los de rutina.

o
4. DERECHO A NO PARTICIPAR O RETIRARSE DEL ESTUDIO.

o La decisiéon de participar en una investigacion cientifica es totalments
VOLUNTARIA. Y se realiza firmanda la declaracién de consentimiento en
caso de tener 18 o0 mas afios de ecad, v en menores de 18 afios la decisién
la toman los lulores o padres y también el menor a través del asentimiento
infarmado.

o Ademads, si Ud. una vez habiendo aceptado participar y cambia de opinign y
quiere retirarse del estudio por alguna razén, Ud. Io pueds hacer esta en todo
su derecho, ello no tendra ninguna repercusién econémica, social o en su
tratamiento médico.

@ 8i Ud. ha decido retirarse del estudio para comunicar su decisién puede
enviar un mail a la investigadora responsable principal o comunicarse con
ella telefonicamente. Ademas, no es necesario dar una justificacidn a su
decision.



5.EL O LOS RIESGOS Y EVENTOS ADVERSOS POSIBLES

o Esla investigacion no presentaré riesgos cirectas ni indirectos para su
persona debido a que las bacterias gue se estudiaran se obtendrdn de
muestras de sus controles usuales y en episodios de exacerbacidn, no se
utilizaran otras técnicas ni muestras adicionales que no estén en los
protocolos de la unidad de FQ del Hospital Gustavo Fricke.

o Latoma de muestra microbiolagica serd realizada por el mismo personal de
la unidad de FQ del HGF, por lo que al aceptar participar en esta investigacion
na deberia haker un riesgo u evenlo adverso mayor que el que ya existe en
la toma de muestras realizadas en controles o en exacerbaciones, ni se
pondran en riasge sus controles o tratamizntos.

o Riesgo de un mal tratamiento, los resultades de la investigacion sobre las
caracteristicas de S. aureus solo seran para uso cientifico y no clinico.

6. BENEFICIOS ESPERADOS PARA EL SUJETO Y PARA LA SOCIEDAD

o El estudic no presenta beneficio directo para los pacicntes en ningtin &mbito
y tampoco inmediato para la sociedad.

o Los resultados de la investigacion podrian ser un beneficio indirecto de-
conocimiento sobre infecciones por S. aureus en pacientes con FQ, pa
comunidad médica, microbiélogos 2 investigadores. _«c%

7. USOS POTENCIALES DE LOS RESULTADOS. i.nc
o Los resultados de esta investigacion seran usados como parta?
conocimiento clentifico v clinico sobre infecciones de 8. aureus en pac@ni@wwﬁ/
con fibrosis quistica que se controlan en el centro de referencia de fibrosis™
quistica, Hospital Gustavo Fricke Vifia del Mar.
o Se espera que los resultados sean divulgados en congresos cientificos v
publicados en una revista cientifica nacional o internacional.

8. GARANTIA DE ACCESO A LA INFORMACION NUEVA RELEVANTE

Ud. como pacientes tisnen garantizado el acceso a la informacién y resultados de
la investigacién a través dal nexa con el médico tratante del Centro de Referencia
de FQ del Hospital Gustavo Fricke, Dr. Nicolas Johnson.

9. GARANTIA DE PROTECCION A LA PRIVACIDAD Y RESPETO DE LA
CONFIDENCIALIDAD EN EL TRATAMIENTC DE LOS DATOS PERSONALES
CON MENCION DE LA METODOLOGIA A USAR PARA ELLO

o En esta Investigacion, se garantizara a proteccian de la privacidad v respeto
de la confidencialidad de datos personales como son nombre, rut, mail,
teléfono y domicilio.

o Los datos personales no se utilizaran come informacién en los resultados o
analisis, en el estudio los pacientes se individualizaran con un codigo de
nimera y letra, para su resguardo.



o Los dalos personales contenidos en los documentos usacos en esta
investigacion saran resguardados por los investigadores, no serar, de acceso
publico pues solo seran usados como documentc oficial de su participacion
en la investigacion.

PREGUNTAS:

Si tiene preguntas acerca de esta investigacion cientifica o deseai.,,e Irase“dels
estudio puede contactar o llamar a Carmen Aravena Mollo, i edfigaticta /
responsable del estudio, al teléfono (34) 2431241 o al mail: carmen.ara B@LNESY
Si tiene preguntas acerca de sus derechos como participante en una investigacion
Cientifica, usted puede llamar a Adriana Rojas, Secretaria Ejecutiva del Comité de
Etica Cientifica del Servicio de Salud Aconcagua, al teléfono 34-2492898 {anexo
Minsal 340900} o al mail: claudia.camerati@redsalud.gov.cl.
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Se me ha explicado el propésito de esta invesligacion, los pracedimientos, los
riesgos, les beneficics y los derechos que me asisten ¥ que me puedo ratirar {o a
mi hija/hija, familiar o representado) de ella en el momento que lo desee.

s Firmo este documento voluntariamente, sin ser forzado a hacerlo,

* No estoy renunciando a ningln derecho gue me asista.

e Se me ha informado que tengo el derecho a reevaluar mi participacion en esta
investigacion seglin mi parecer y qus puedo refirarme en cualquier momento sin dar
explicacion por ello.

¢ Al momento de la firma, se me entrega una copia firmada de este documento.

 FiRMAS
| Parti cfpaﬁtg; | investigadar:
Firma Firma

Bﬂtha" fecha:

Fl'estign deFe
Firma

" fochsa:
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MINISTERIO DE SALUD
SERVICIO DE SALUL ACONCAGUA
COMITE ETICO CIENTIFICO !

ANEXON°11D
ASENTIMIENTO PARA MENORES DE 18 ANOS
{Se solicitara asentimiento desde los 6 afios)

Este proyecto de investigacién es realizade por la Dra. Carmen Aravena de la Escuela de
Medicina de la Universidad de Valparaizo.

Estés invitado a participar cn este estudio que kusca conocer mas acerca de una bacteria
llamada Staphylococcus awreus y su relacién con la enfermedad la fibrosis quistica.
También, se invitar4 a participar en este estudio a otros nifios que tienen tu misma
candicion.

> Como parte de es‘e estudic, se te pedira que realices los controles rutinarios y tomarte
los examenes de siempre en la unidad de fibrasis quistica del haspital Gustavo Fricke.
Los riesgos de este estudio son bajos v todos ellos han sids explicadns a tus padreﬁf
quien L2 acompana. 4S cichaed
Pueds que tU no te beneficies directamente por participar en este estudio, pe g tu
participacion permitird conocer mds sobre tu enfermedad y ssperamos obtenef‘g%‘ :
informacion cientifica para ayudar a otros nifios como ti. TR 2
Mo se le pagara ni a tus padres ni a ti por tu participacion en este estudic.

Tu participacion es libre y veluntaria. Te puedes refirar en cualquier momento aun cuando

hayas firmado este documente. Te puedes negar, aunque tus padres aceoten. En cualguier

caso, nadie se enojard caontigo.

"Tu participacion en este estudio se mantendra en secreto, y toda la informacién y muestras

se usaran sélo para los gue te estamos contando.

Si quieres o no participar en este estudio, por favor escribe tu nombre en la linea punteada

Y marca con una X tu decisién.

s (= TR

Quiero paricipar Mo guiero participar

Fecha:
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Anexo n°4 Procedimiento “cultivo de muestras de pacientes con diagndstico de FQ”

HOSPITAL
. DR. GUSTAYO FRICKE
Titulo del Cultivo de muestras en pacientes con
Focumamic: Diagnéstico de fibrosis Quistica.
Tipode . ‘Procedimiento
documento: . o i
Version: X 3
Nombre i Cargo Fecha Firma
Elaborado por: | M iela Bascufi Tecndiogo Medico Laboralorio Clinico F;gfgo
H “_—; ua;a;mwm Referente de Caidad Laboratorio Clinico :;’;‘;
e | racariom e i G S o TR
| Aprobadopor: | Tatiana Aldunate Subdrector Mo Al

2023

Toda copia en PAPEL es un Documento no Controlado™ 8 Exoapeion del original, por favor asegirese de que ésta es 1a version vigente del documento consultando relerente
e calidad de su servicio 0 a Unidad de Calidad y Seguridad ¢l Paciente.



Hospital Dr. Gustavo Fricke Cbdigo: APL 1.3
fMicrobioIogia Laboratorio Clinico Version: 3 k‘
Cultivo de muestras en pacientes con Diagnostico de fibrosis | Fecha Aprobacion: |
Quistica — 7Abn| -20—23—— — HOSPITAL 1‘
Procedimiento Pégina2de 8 .__] DR. GUSTAVO FRICKE |
indice
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O | Hosp savoFricke | CodigoAPL13 [
Dy.Gustavo T S i e T > - o
ke ‘ Microbiologia Laboratorio Clinico Version: 3

| Cultivo de muestras en pacientes con Diagnostico de fibrosis | Fecha Aprobacion:
Quistica Abril 2023

Procedimiento | Pégina3de8 Dr. Gusnvo chxs |

Objetivos

1.1 Objetivo General

e Diagnostico microbiolégico de las infecciones bacterianas y/o flingicas del tracto respiratorio
inferior en pacientes con fibrosis quistica, a través de técnicas de cultivo microbiolégico
estandarizadas, que permitan un adecuado tratamiento para el paciente.

1.2 Objetivos Especificos

o Identificar y cuantificar infecciones de muestras respiratorias tales como Aspirado endotraqueal y
Lavado Broncoalveolar en pacientes con diagnéstico de fibrosis Quistica

« Entregar informacion de susceptibilidad que permita orientar al adecuado tratamiento antibiético

o Detectar mecanismos de resistencia.

Dirigido a Tecndlogos Médicos que trabajen en Mlcroblolog|a y Técnicos Paramédlcos que se desempefian
en Laboratorio de Microbiologia, en horario diurno y nocturno.

o Siembra o Inoculacion: Siembra de la muestra o cepa bacteriana en un medio de agar
determinado.

o Antibiograma: Uso de discos impregnados en antibioticos para evaluar susceptibilidad bacteriana
0 uso de métodos automatizados que entregan la CIM (Concentracién minima inhibitoria).

e Medio de cultivo: Solucion que contiene agar y nutrientes indispensables para permitir el desarrollo
bacteriano.

o Bateria Bioquimica: Uso de pruebas bioquimicas que permiten determinar el comportamiento
metabdlico de un germen, lo que permitira su identificacion bacteriana.

e MBT Sirius: Equipo automattzado que identifica mlcroorgamsmos mediante espectrometrla de
masas.

4  Responsabilidades-

o Técnico Paramédico
o Verificar las condiciones de la recepcion de muestras de acuerdo al instructivo de
recepcion de muestras microbiolégicas
Realizar frotis y tincion de Gram.
Realizar check-in en sistema Dnlab, y confirmar datos en sistema EpiCenter
Sembrar las muestras
Realizar baterias bioquimicas y antibicgramas

O 0O 0O O

Toda copia en PAPEL es un D no Controlado™ a ion del original, por favor asegurese de que ésta es la version vigente del documento consultando referente
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« Tecndlogo Médico
o Realizar lectura de tincion de Gram.
o Realizar identificacion y sensibilidad a través del método automatizado MBT Sirius y
Phoenix M50. (referirse al instructivo de cada equipo)
o Revisar, interpretar y.validar resultados.

5 Desarrollo

5.1 Equipamiento y materiales

Mechero Bunsen

Asa microbiologica

Plumén permanente

Medios de cultivos: Placas de agar chocolate, Placas agar sangre, agar Mac-Conkey, agar
cetrimida, agar manitol sal, agar HAE, agar bulkorlderia,agar Saburaud-Glucosa 2%, agar
Candida cromoagar.” - :

Sensidiscos con antimicrobianos

Pinzairis . ) ]

Reactivos de rutina para pruebas diferenciales (catalasa, oxidasa y pruebas bioguimicas)
Estufa de Cultivo a 35°C - 37°C.

Microscopio binocular, incluye objetivo x 100 inmersion

Aceite de inmersién.

Colorantes para tincién de Gram.

Portaohjetos esmerilado, l4pices grafito

Solucion Buffer Fosfato estéril para toma de muestra

Perlas de vidrio de 3 mm.

Parafilm

Phoenix M50

MBT Sirius

Tubos Khan con perlas de vidrio estéril

Vortex

Puntas estériles para micropipeta

Tubos con 9.9 ml de Nacl

Asa calibrada 100 ul

Micropipeta (volumen 100ul)

0 0O O O

000 O0CO0OO0OO0OOOOOOOOOoC0O0O0O0

51.1 Elementos de bioseguridad

o Delantal protector
o Guantes de nitrilo.

Toda copia en PAPEL es un "Documento ne Controlado™ a Excepeion del original, por favor aseg(rese de que ésla es la version vigenie del documento consultando referente
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o Mascarilla N95
o Cubre calzado

5.2 Funciones del Técnico Paramédico

o Verificar las condiciones de la recepcion de muestras de acuerdo al instructivo de recepcion de
muestras microbioldgicas
o Realizar check-in en sistema Dnlab, y confirmar datos en sistema EpiCenter

Muestra: lavado broncoalveolar

o Realizar frofis para tincion de Gram.
o Se agregan perlas de vidrio esteril
¢ Agitar la muestra en vortex por 1 minuto.
o Agregar a un tubo 100ul (0,1 ml) de muestra con micropipeta (usando puntas estenles) en99ml L»
de suero fisiologico. B¢, . = W /J O prd alu L
o Agitar en vortex por 1 minuto. - /" N and
e Colocar 100 ul (0,01 ml) con micropipeta (usando puntas estériles) en medios de cultivos: Placas
de agar chocolate, Placas agar sangre, agar Mac-Conkey, agar cetrimida, agar manitol sal, agar
HAE, agar bulkorlderia, agar Saburaud-Glucosa 2%, agar Candida cromoagar.
‘Realizar siembra en la placa completa con asa, por diseminacion (figura :1) e incubar placas de
agar chocolate, sangre y HAE en jarras de CO2 a 35 +-2°C.
« Incubacion de placas en estufa a 35 +-2 °C.

Figura 1: Siembra para recuento /"

Medios de transporte: Frasco estéril EXPECTORACION

o Silamuestra es recibida en frasco esteril-ineorporar al envase que contiene la muestra 10
perlas de vidrio de 3 mm y agitar en vortex por 1 minuto. Si la muestra es muy espesa, agregar 1
ml de suero fisiologico ademés de las perlas de vidrio.

o Agregar a un tubo 100ul (0,1 ml) de muestra con micropipeta (usando puntas estériles), en 9,9 ml

de suero fisioldgico.
o Agitar en vortex por 1 minuto.
Toda copia en PAPEL es un "D no Ci do"a ion del original, por favor asegirese de que ésta es la version vigente del documento consultando referente
de calidad de su servicio 0 a Unidad de Calidad y Seguridad el Paciente.
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o Realizar frotis para tincion de Gram.

o Colocar 10ul (0,01 ml) con micropipeta (usando puntas estériles) en placas: Medios de cultivos:
Placas de agar chocolate, Placas agar sangre, agar Mac-Conkey, agar cetrimida, agar manitol sal,
agar HAE, agar bulkorlderia, agar Saburaud-Glucosa 2%, agar Candida cromoagar

o Incubacion de placas en estufa a 35+-2 °C.

o Incubar placas de agra chocolate y sangre en  jarras de CO2. A J/‘L L

Medios de transporte: Medio de transporte Stuart

o Realizar frotis para tincion de Gram.

o Realizar siembra por agotamiento (figura: 2) seglin instructivo de siembra en medios de cultivos:
Placas de agar chocolate, Placas agar sangre, agar Mac-Conkey, agar cetrimida, agar manitol
sal, agar HAE, agar bulkolderia,agar Saburaud-Glucosa 2%, agar Candida cromoagar

e Incubacion de placas en estufa a 35 +-2°C.

o Incubar placas de a Qf;hocmate sangre en jarras de CO2 a 3% +-2°C.

' Incubar piac: \\9/ y sang J . X

Figura 2 : Siembra por agotamiento

5.3 Funciones del Tecnélogo Médico.

o Lectura microscopica de frotis tefiidos con Tincion Gram, informe de observacion en base a
morfologia y afinidad tintorial.

e  Observacion diaria de colonias microbianas desarrolladas en los diferentes medios de cultivos. Si
no hubo desarrollo bacteriano se reincuban hasta por 5 dias a 35-37° C y se revisaran diariamente.

o Las placas de agar candida y agar saboureaud se incubaran hasta por 15 dias y se revisaran
diariamente. B y :

o Se procedera' a identificacion por método automatizado MBT Sirius y susceptibilidad
antimicrobiana por método automatizado Phoenix M50, referirse a manuales de cada equipo .

o Lalectura de pruebas de susceptibilidad se interpretara segin Tabla CLSI. vigente.

o Interpretacion e ingreso de resultados de identificacion y susceptibilidad microbiana en sistema
EpiCenter. _

e Realizar lectura de recuento segtin procedimiento normado. (Ver anexo 1 de este documento)

Toda copia en PAPEL es un "D no C "a ion del original, por favar asegirese de que ésta es la version vigente del documento consultando referente
de calidad de su servicio 0 @ Unidad de Calidad y Seguridad del Paciente.
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o Validacién de resultados ingresados a sistema EpiCenter.

5.4 Consideraciones

o Estudios de susceptibilidad a Pseudomonas aeruginosa-y Enterobacterias realizar inoculo a 0.5
Mc Farland y sembrar en césped en medio mueller hinton e incorporar sensidisco de
TOBRAMICINA

o Para identificacion de Pseudomonas coh. morfotipo MUCOSO, informar que presenta dicho
morfotipo. .

e Enviar al Laboratorio de referencia ISP, todas las cepas obtenidas que son de confirmacion
obligatoria. Ver instructivo de notificaciones obligatorias.

* Enviar informe por correo a epidemiologia y a SEREMI de todas las muestras que sean de
notificacion obligatoria segln decreto N°7 (Decreto que reemplaza al decrato N° 158)

e Elprocedimiento no posee indicador(es) asociado(s).

» Anexo1

Si hubo desarrollo bacteriano en el cultivo se realiza recuento y se aplica el siguiente criterio:

* Enel procesamiento de la muestra se realiza una dilucién para obtener el recuento final, esto significa
que: &

.

o Cada colonia presente equivale a10:000 ufc/ml

Ejemplo:

o 1 colonia =10.000 ufc/ml = 1x10*4

e 5colonias =50.000 ufc/ml = 5x10*4

e 50 colonias = 500.000 ufc/ml = 5x10*5

o 100 colonias= 1.000.000 ufc/ml= 1x10*6
o 200 colonias= 2.000.000 ufc/ml= 2x10*6

Agregar como comentario en informe final: NO existe valer de referencia, se recomienda interpretar en
base al contexto clinico. o .

Toda copia en PAPEL es un "Documento no Controlado” a Excepeidn del original, por favor asegirese de que ésta es la version vigente del documento consultando referente
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