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RESUMEN

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) constituye un patégeno prioritario
para la salud publica debido a su plasticidad genémica y capacidad para adquirir
determinantes de resistencia y virulencia. El objetivo del estudio fue caracterizar
gendémicamente aislamientos de SARM del personal de salud mediante secuenciacion
del genoma completo y analisis bioinformético. Se realizé un estudio no experimental y
descriptivo con 16 aislamientos de Staphylococcus aureus clasificados fenotipicamente
como resistentes a meticilina mediante prueba de cefoxitina. EI ADN gendémico se
obtuvo mediante columnas de silica y se secuenci6 en la plataforma Oxford Nanopore
MinlON (R10.4.4). Los genomas ensamblados fueron analizados para identificar genes
de resistencia antimicrobiana, factores de virulencia y tipos de secuencia multilocus
(MLST).

El andlisis gendmico evidencid la presencia de genes asociados con la resistencia a
multiples clases de antimicrobianos, con predominio de genes relacionados con
sistemas de eflujo y resistencia a B-lactdmicos, destacando la presencia de mepA,
mepR, ImrS y tet(38) en el 100 % de los aislamientos, y blaZ en el 93,75 %. En cuanto
a virulencia, se identificaron diversos genes asociados a la formacién de biopeliculas,
adhesion, evasion inmune, produccion de enzimas y toxinas. Destacé la presencia de
los genes del operdn ica (icaA, icaB, icaC, icaD e icaR) en el 100 % de los aislamientos,
asi como de multiples hemolisinas (hld, hlb y el operén higABC) y factores de evasion
inmune como adsA y sbi (100 %). Asimismo, se detectaron genes de leucocidina de
Panton-Valentine (IlukS-PV y lukF-PV) en el 56,25 % y 75,00 % de los aislamientos,
respectivamente, evidenciando la diversidad de factores de virulencia.

El andlisis MLST revel6 heterogeneidad clonal, con predominio de ST398 (31,25 %),
junto a otros linajes previamente descritos en contextos hospitalarios y comunitarios.

En conjunto, los resultados evidencian una elevada diversidad gendmica de SARM en
aislamientos de personal de salud, con potencial de actuar como reservorio de genes
de resistencia y virulencia. Estos hallazgos destacan la importancia de implementar
estrategias integradas de vigilancia gendémica para el monitoreo y control de la
resistencia antimicrobiana.

Palabras clave: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; genémica; resistencia
antimicrobiana; virulencia; MLST.
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l. INTRODUCCION

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) constituye un importante
problema de salud publica por su capacidad para adquirir resistencia a diferentes
antimicrobianos y producir infecciones de gravedad variable. En el ambito hospitalario
puede estar asociado con infecciones de piel y tejidos blandos, neumonia, bacteriemia,
endocarditis y otras infecciones invasivas (Garcia et al., 2023; Hofstetter et al., 2024).
Una de las principales bases de la resistencia a los B-lactamicos es la adquisicion de
mecA, generalmente localizado en el elemento genético mévil SCCmec, que codifica la
proteina de unién a penicilina 2a (PBP2a), cuya baja afinidad por estos antibidticos
permite mantener la sintesis de la pared celular en su presencia (Lade y Kim, 2023). La
expansion de distintos linajes de SARM, tanto hospitalarios como comunitarios, ha
favorecido su circulacién en diferentes contextos y ha dificultado una separacion estricta
entre ambos escenarios epidemiolégicos (Holden et al., 2013; Pardos de La Gandara et
al., 2016).

En América Latina se ha descrito una diversidad de linajes de SARM, con diferencias
en sus perfiles de resistencia y virulencia. En Per( se han identificado aislamientos
asociados con resistencia a -lactamicos y otros grupos de antimicrobianos, asi como
diferentes tipos de secuencia (ST) de importancia epidemioldgica (Garcia et al., 2023).
Estudios realizados en otros paises también han evidenciado la circulacion de linajes
genéticamente diversos y la presencia de determinantes asociados con virulencia e
invasividad (Guillén et al., 2024; H. Liu et al., 2023). Estos hallazgos muestran que la
poblacion de SARM no es genéticamente homogénea y que su caracterizacion requiere

considerar tanto los determinantes de resistencia como los linajes bacterianos.

Ademas de la resistencia antimicrobiana, S. aureus posee diversos factores
relacionados con la colonizacion y la patogenicidad, entre ellos hemolisinas, proteasas,

sortasas, leucocidinas y proteinas implicadas en la adhesion y formacion de biopeliculas



(Haddad et al., 2018; Hart et al., 2009; Lin et al., 2025). La distribucion de estos
determinantes puede variar entre aislamientos y linajes, por lo que su identificacion
mediante secuenciacién genémica permite describir el repertorio de virulencia presente

en las cepas estudiadas (Kim et al., 2024; Lin et al., 2025).

A pesar de los avances en la caracterizacion molecular de SARM, en Peru son todavia
limitados los estudios gendmicos realizados en aislamientos procedentes de personal
de salud. Esta situacion dificulta conocer la diversidad de los linajes presentes en este
grupo y establecer qué determinantes de resistencia y virulencia se encuentran
asociados con ellos. El estudio de estos aislamientos resulta relevante para la vigilancia
epidemioldgica, especialmente porque el personal de salud mantiene contacto frecuente
con pacientes y ambientes hospitalarios y puede participar en la circulacion de

microorganismos resistentes.

En este contexto, el presente estudio caracteriz6 gendmicamente aislamientos de
SARM obtenidos de personal de salud del Hospital de Apoyo JesUs Nazareno,
Ayacucho. Se analizaron sus determinantes genéticos de resistencia antimicrobiana y
virulencia, asi como sus tipos de secuencia, con el propésito de describir la diversidad
genética de los aislamientos y generar informacién que contribuya a la vigilancia

molecular de SARM en el ambito hospitalario.
OBJETIVO GENERAL.:

Caracterizar gendbmicamente cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina

aisladas del personal de salud del Hospital de Apoyo Jesus Nazareno.
OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Analizar los genes de resistencia antimicrobiana de cepas de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina aisladas del personal de salud del Hospital de Apoyo

Jesus Nazareno.

o Determinar los factores de virulencia de cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina aisladas del personal de salud del Hospital de Apoyo Jesus

Nazareno.

o Identificar los linajes genéticos de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a

meticilina aisladas del personal de salud del Hospital de Apoyo Jesus Nazareno.



. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes
2.1.1. Antecedentes internacionales

Cimera et al. (2010) estudiaron la colonizacion nasal asintomatica por Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (SARM) en personal de salud del Hospital General de las
Fuerzas Armadas de Venezuela. De los participantes evaluados, el 12 % presentd
colonizacioén por S. aureus y el 1 % por SARM. El estudio también identificé factores
asociados con la colonizacion, entre ellos algunas caracteristicas individuales y
practicas relacionadas con el uso y limpieza del mandil. Estos resultados evidenciaron
la presencia de SARM entre trabajadores de salud asintomaticos y la importancia de las

medidas de higiene en este grupo.

Arteaga et al. (2016) evaluaron la presencia de S. aureus en 30 trabajadores de salud
de un hospital de Cali, Colombia, mediante muestras de mucosa nasal y piel. La mayor
frecuencia de colonizacién se observé en el personal del area quirtrgica. Los
aislamientos mostraron diferentes perfiles de resistencia antimicrobiana y el 36,4 %
presentod resistencia a cefotaxima. Los autores sefialaron la necesidad de mantener
controles periddicos en el personal hospitalario debido a la circulacion de S. aureus con

diferentes perfiles de resistencia.

Ferreira et al. (2021) desarrollaron un protocolo de secuenciacion rapida mediante
tecnologia de nanoporos para la identificacion de bacterias resistentes a los
antimicrobianos. El procedimiento permiti6 obtener el tipo de secuencia (ST) de los
aislamientos en menos de 30 horas después de la extraccion del ADN. Los autores
plantearon que esta tecnologia puede ser Util para la vigilancia epidemioldgica y la
investigacion de brotes, debido a la rapidez con la que permite obtener informacién

gendmica de los aislamientos.



Alkuraythi et al. (2023) compararon genémicamente cepas de S. aureus de origen
humano y de carne comercializada, considerando determinantes relacionados con
resistencia y virulencia. Se identificaron algunos determinantes compartidos entre los
aislamientos de ambos origenes, lo que llevo a los autores a plantear la posibilidad de
intercambio de elementos de resistencia entre diferentes reservorios. El estudio destaco
la utilidad de incorporar informacion gendémica en la vigilancia de la resistencia

antimicrobiana.

Guillén et al. (2024) describieron en Paraguay diferentes linajes de S. aureus asociados
con infecciones cutaneas y respiratorias en poblacion pediatrica. El analisis genémico
permitié identificar linajes relacionados con caracteristicas de virulencia y transmision,
algunos de ellos previamente descritos en Norteamérica y Europa. Estos resultados
aportaron evidencia sobre la circulacion de linajes de SARM en Sudamérica y sobre la

utilidad de la vigilancia molecular para su seguimiento.

Campania et al. (2025) analizaron los cambios recientes en la epidemiologia de SARM
en hospitales de Espafia y observaron un incremento del clon SARM-CC398,
previamente relacionado con reservorios animales. El analisis gendmico permitié
identificar caracteristicas asociadas con su adaptacién al entorno hospitalario. Los
autores sefialaron que la vigilancia gendmica permite detectar cambios en la distribucion

de determinados linajes y seguir su evolucion dentro del &mbito clinico.
2.1.2. Antecedentes nacionales

Cérdova et al. (2011) estudiaron la presencia de S. aureus en 131 trabajadores del
Hospital Regional de Ica, mediante muestras obtenidas de las manos y fosas nasales.
La frecuencia de portadores asintomaticos fue de 12,98 %, con mayor proporcién en las
manos que en las fosas nasales. Aunque las cepas fueron sensibles a varios de los
antimicrobianos evaluados, se identific6 resistencia a oxacilina, dicloxacilina,
claritromicina y cloranfenicol en algunos aislamientos nasales. El estudio evidencié la
presencia de S. aureus entre trabajadores de salud y permitié identificar perfiles

variables de susceptibilidad antimicrobiana.

Garcia et al. (2012) caracterizaron molecularmente aislamientos clinicos de S. aureus
procedentes de hospitales peruanos. El andlisis permitié identificar patrones de
resistencia y tipos de secuencia compatibles con linajes asociados al ambito
hospitalario. Estos resultados constituyeron evidencia de la circulacion de determinados

linajes de importancia clinica en hospitales del pais.

Neyra et al. (2015) evaluaron la colonizacion nasal por S. aureus en poblacién general

de cuatro ciudades del Pert y encontraron diferencias en la frecuencia de portadores

4



entre las regiones estudiadas. Sus resultados aportaron informacién sobre la
distribucién de S. aureus en la poblacién peruana y sobre la presencia de portadores

asintomaticos fuera del &mbito hospitalario.

Urbina et al. (2016) estudiaron la composicion bacteriana de muestras respiratorias de
nifios con fibrosis quistica en Perl mediante secuenciacion del gen 16S ARNr. Se
identificaron 25 especies, pertenecientes a 10 géneros y 11 familias, entre las cuales
Pseudomonas aeruginosa fue la especie predominante, seguida de S. aureus con 12,6
%. El estudio mostré la presencia frecuente de S. aureus en este grupo de pacientes y
su participacién dentro de la comunidad bacteriana asociada con las infecciones

respiratorias crénicas.

Aquino et al. (2017) caracterizaron molecularmente bacterias patdégenas asociadas con
pacientes con fibrosis quistica y encontraron a S. aureus como uno de los
microorganismos mas frecuentes, con el 12,6 % de los aislamientos. Aunque no
identificaron aislamientos de SARM en el estudio, los autores sefialaron la importancia

de S. aureus en las infecciones respiratorias de esta poblacion.

Cabrejos et al. (2021) estudiaron la frecuencia de SARM adquirido en la comunidad en
un hospital de tercer nivel del Peru. El 8,7 % de las cepas analizadas presentd genes
asociados con la produccién de leucocidina de Panton-Valentine (PVL), con mayor
frecuencia entre las cepas sensibles a meticilina. Los resultados mostraron que los
determinantes asociados con PVL no se restringen necesariamente a un Unico grupo
epidemioldgico, aspecto que debe considerarse al interpretar su utilidad como marcador

de SARM adquirido en la comunidad.

Bustamante et al. (2023) evaluaron la frecuencia del gen mecA en aislamientos de un
hospital peruano de referencia y confirmaron su presencia en cepas de SARM. Sus
resultados aportaron evidencia sobre la circulacion de este determinante de resistencia

en el ambito hospitalario peruano y reforzaron la importancia de su vigilancia.
2.1.3. Antecedentes locales

Ccorimanya y Apayco (2024) evaluaron muestras obtenidas de personal de salud
asintomatico e identificaron 17 aislamientos de S. aureus. De ellos, cuatro (23,53 %)
fueron clasificados como SARM mediante la prueba de cefoxitina, mientras que los
restantes fueron sensibles a la meticilina. Considerando el total de muestras analizadas,
los aislamientos de SARM representaron el 4,49 %. El estudio permiti6 demostrar la
presencia de SARM en personal de salud de la localidad; sin embargo, se limit6 a la

caracterizacion fenotipica y no abordé los linajes ni los determinantes genéticos de



resistencia y virulencia. Estos aspectos constituyen un punto de partida para profundizar

en la caracterizacion gendmica de los aislamientos circulantes en este grupo.
2.2. Marco conceptual
2.2.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva de morfologia cocacea que suele
disponerse en racimos. Forma parte de la microbiota de la piel, las fosas nasales y las
mucosas de humanos y animales, aunque también puede comportarse como un
patdégeno oportunista. Las infecciones producidas por esta especie pueden variar desde
afecciones cutdneas localizadas hasta cuadros graves como neumonia, endocarditis,

osteomielitis y sepsis (Lowy, 1998; Murray et al., 2017).

Su capacidad para colonizar diferentes sitios del hospedero y adaptarse a condiciones
ambientales diversas se relaciona con la produccion de enzimas, toxinas y otros factores
que favorecen la colonizacién y el dafio tisular. Asimismo, S. aureus puede formar
biopeliculas y adquirir determinantes genéticos de resistencia y virulencia, lo que
contribuye a su persistencia tanto en el ambito comunitario como hospitalario (Cueto et
al., 2009; Foster, 2019).

2.2.2. Staphylococcus aureus resistente a meticilina

El Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) corresponde a los aislamientos
de S. aureus que presentan resistencia a los antibidticos B-lactamicos, debido
principalmente a la adquisicion de determinantes del sistema mec. El gen mecA codifica
la proteina de unién a penicilina 2a (PBP2a), cuya baja afinidad por estos antibiéticos
permite mantener la sintesis de la pared celular en su presencia (Hiramatsu et al., 2014).
El sistema mec se encuentra asociado al elemento genético mévil SCCmec, cuya
diversidad ha contribuido a la aparicion y distribucién de diferentes linajes de SARM
(Hiramatsu et al., 2014; Lakhundi y Zhang, 2018).

Desde el punto de vista epidemiolégico, el SARM se ha estudiado tradicionalmente en
dos contextos: el asociado a la atencién sanitaria y el adquirido en la comunidad. Sin
embargo, esta division no es absoluta, ya que determinados linajes pueden encontrarse
en ambos escenarios y cambiar su distribucion con el tiempo (Lakhundi y Zhang, 2018;
Pardos de La Gandara et al., 2016)

2.2.3. Resistencia antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana es la capacidad de un microorganismo para sobrevivir o
multiplicarse frente a concentraciones de un antimicrobiano que normalmente inhibirian

su crecimiento o producirian su muerte (Blanco et al., 2016).



En S. aureus, los mecanismos de resistencia comprenden la modificaciéon de las
estructuras diana, la inactivacion enzimatica de los antimicrobianos, la proteccion del
sitio blanco y la expulsién de los compuestos mediante sistemas de eflujo (Hamady et
al., 2024; Kwak et al.,, 2013). Estos mecanismos pueden coexistir en un mismo

aislamiento y generar resistencia frente a diferentes grupos de antimicrobianos.
2.2.4. Factor de virulencia

Los factores de virulencia son estructuras, moléculas o productos bacterianos que
favorecen la colonizacion, la evasion de las defensas del hospedero y el desarrollo de
dafio tisular (Foster, 2019). En S. aureus se incluyen proteinas de adhesion, enzimas
extracelulares, componentes relacionados con la formacién de biopeliculas y diferentes
toxinas (Haddad et al., 2018; Makris et al., 2004).

La expresién de estos factores esta regulada por sistemas de control global, entre ellos
agr y sarA, cuya actividad permite coordinar diferentes funciones bacterianas de
acuerdo con las condiciones del entorno (Bien et al., 2011).

2.2.5. Secuenciacion por nanoporos

La secuenciacién por nanoporos es una tecnologia de lectura larga que permite
determinar la secuencia de moléculas de ADN mediante cambios en la corriente
eléctrica producidos cuando estas atraviesan un nanoporo. Las sefiales obtenidas son
procesadas mediante algoritmos de basecalling para establecer la secuencia de
nucleétidos (Jain et al., 2016; Lu et al., 2016).

Su capacidad para generar lecturas largas y producir datos durante el proceso de
secuenciaciéon ha favorecido su aplicacion en estudios de gendmica bacteriana y

vigilancia microbioldgica (Ferreira et al., 2021).
2.2.6. Tipificacién por secuencias multilocus

La tipificacion por secuencias multilocus (MLST) permite clasificar aislamientos
bacterianos mediante el andlisis de secuencias de genes constitutivos. A partir de la
combinacioén de los alelos identificados se obtiene un perfil alélico que permite asignar
un tipo de secuencia (ST) cuando este se encuentra registrado en una base de datos

especializada (Jolley et al., 2018; Tenover et al., 1994).

En S. aureus, el esquema de MLST utiliza siete genes: arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi y
yqgiL. La identificacion del ST facilita la comparacion de aislamientos procedentes de
diferentes lugares y periodos y permite estudiar la distribucion de determinados linajes
(Enright et al., 2000).



2.2.7. Complejo clonal

El complejo clonal (CC) agrupa tipos de secuencia que presentan una relacion genética
cercana segun sus perfiles de MLST. Su identificacion permite reconocer grupos de
aislamientos relacionados y analizar la distribucion de determinados linajes en

diferentes poblaciones y regiones (Lakhundi y Zhang, 2018).

En S. aureus se han descrito complejos clonales de importancia epidemiolégica, entre
ellos CC5, CC8 y CC398, asociados con diferentes contextos de infeccion y reservorios
(Campania et al., 2025; Holden et al., 2013).

2.3. Base tedrica
2.3.1. Caracteristicas microbiolégicas de S. aureus

El género Staphylococcus pertenece actualmente a la familia Staphylococcaceae,
dentro del orden Bacillales. Su denominacion deriva del término griego staphylé, que

hace referencia a la disposicion de las células en forma de racimo (Parte, 2014).

Las células de S. aureus son inmdviles, no esporuladas y anaerobias facultativas, con
un diametro aproximado de 0,5 a 1 ym. Pueden crecer en concentraciones elevadas de
sal y fermentar el manitol. Su pared celular esta constituida principalmente por
peptidoglucano y acidos teicoicos, mientras que entre sus componentes superficiales se

encuentra la proteina A (Murray et al., 2017).

En agar sangre, las colonias suelen ser circulares, opacas y de coloracién dorada, y
pueden presentar 3-hemdlisis. La produccién de coagulasa y DNasa constituye ademas
una caracteristica utilizada para diferenciar S. aureus de otras especies de estafilococos
(Lowy, 1998; Murray et al., 2017).

2.3.2. Bases genéticas de laresistencia en SARM

La resistencia antimicrobiana de S. aureus resulta de la adquisicion y expresion de
diferentes determinantes genéticos. Estos pueden actuar mediante modificacion del sitio
blanco, inactivacion del antimicrobiano, proteccion de la estructura diana o expulsion del

compuesto mediante bombas de eflujo (Duijkeren et al., 2018; Lakhundiy Zhang, 2018).

En SARM, el mecanismo de mayor importancia corresponde al sistema mec. El gen
mecA codifica PBP2a, una proteina con baja afinidad por los B-lactamicos, permitiendo
que la bacteria continle sintetizando su pared celular pese a la presencia de estos
antimicrobianos. (Hartman y Tomasz, 1981; Lim y Strynadka, 2002). mecA se encuentra
habitualmente dentro del elemento SCCmec, cuya integraciébn en el cromosoma
bacteriano estd relacionada con las recombinasas del complejo ccr (cassette

chromosome recombinase) (Hiramatsu et al., 2014). También se han descrito otros
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genes del sistema mec, como mecC, que pueden conferir resistencia a los -lactamicos
(Hess et al., 2023; Hiramatsu et al., 2014).

Ademas del sistema mec, existen otros mecanismos que amplian el perfil de resistencia
de S. aureus. El gen blaZ codifica una B-lactamasa capaz de hidrolizar penicilinas,
mientras que los genes ermA, ermB y ermC codifican metilasas que modifican el sitio
de unién de los macrdlidos, lincosamidas y estreptograminas B (MLSB) en el ARN
ribosomal 23S (Becker et al., 2018; Brdova et al., 2024; Duijkeren et al., 2018).

En los aminoglucésidos, la resistencia puede producirse mediante enzimas
modificadoras de antibidticos (AMEs), entre ellas aac(6')-le-aph(2")-la y ant(4')-Ib,
capaces de inactivar estos compuestos mediante diferentes modificaciones quimicas
(Brdova et al.,, 2024). Para las tetraciclinas, los genes tetK y tetL se relacionan
principalmente con mecanismos de eflujo, mientras que tetM y tetO codifican proteinas

de proteccion ribosomal (Brdova et al., 2024).

La disminucion de la susceptibilidad a glicopéptidos también ha sido descrita en S.
aureus, especialmente en los fenotipos de susceptibilidad intermedia a vancomicina
(VISA) y heterorresistencia (hVISA). En estos casos, los cambios observados se
relacionan principalmente con modificaciones en la pared celular y en el metabolismo
del peptidoglucano, mas que con la adquisicion de genes como vanA o vanB (Howden
et al., 2010).

Otros determinantes, como dfrA y dfrG, cat, fosB y msrA, se relacionan con resistencia
a trimetoprima, cloranfenicol, fosfomicina y algunos macrélidos, respectivamente. La
coexistencia de varios de estos genes puede generar perfiles de resistencia mas

amplios dentro de un mismo aislamiento (Brdova et al., 2024).
2.3.2.1. Genes de resistencia, impacto clinico y vigilancia genémica

El andlisis de los genes de resistencia permite complementar los resultados obtenidos
mediante pruebas fenotipicas de susceptibilidad. Mientras estas Ultimas muestran el
comportamiento del aislamiento frente a un antimicrobiano, la caracterizaciébn genémica
permite identificar algunos de los determinantes que pueden estar relacionados con

dicho fenotipo (Aanensen et al., 2016; Garcia et al., 2023).

Para este analisis pueden utilizarse herramientas como ABRicate, que compara las
secuencias genomicas con bases de datos de referencia y proporciona valores de
identidad y cobertura. Entre estas bases se encuentra la Comprehensive Antibiotic
Resistance Database (CARD), especializada en genes y mecanismos de resistencia

antimicrobiana (Alcock et al., 2023).



La identificacion conjunta de diferentes determinantes en un mismo aislamiento permite
describir su repertorio genético de resistencia y establecer comparaciones entre cepas.
Esta informacién puede ser especialmente (til en estudios de vigilancia molecular,
donde el interés no se limita a determinar si una bacteria es resistente, sino también a
conocer los mecanismos genéticos presentes (Aanensen et al., 2016; Garcia et al.,
2023).

2.3.3. Determinantes de virulencia y su participacion en la patogénesis

La capacidad de S. aureus para colonizar tejidos y producir enfermedad depende de la
interaccion de diferentes factores de virulencia. Entre ellos se encuentran las proteinas
de adhesioén, enzimas extracelulares y toxinas. Las proteinas de superficie MSCRAMMs
(Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules) reconocen
componentes de la matriz extracelular, como fibringeno, fibronectina y colageno,
facilitando la adhesion bacteriana a los tejidos y a determinadas superficies biomédicas
(Foster, 2019; Lowy, 1998; Tam y Torres, 2019).

Las enzimas extracelulares también participan en la interacciéon de la bacteria con los
tejidos. Las lipasas, proteasas y hialuronidasas pueden favorecer procesos de invasion
y diseminacidn, mientras que la coagulasa interviene en la formacién de fibrina alrededor
del sitio de infeccion (Cueto et al., 2009; Hart et al., 2009; Makris et al., 2004; Murray et
al., 2017).

Entre las toxinas producidas por S. aureus se encuentran las hemolisinas, leucocidinas,
enterotoxinas, toxina del sindrome de shock téxico (TSST-1) y toxinas exfoliativas
(Lowy, 1998; Tam y Torres, 2019). La hemolisina a, codificada por hla, forma poros en
las membranas celulares, mientras que las hemolisinas y incluyen componentes
codificados por higA, higB y higC. Por su parte, hlb codifica la B-hemolisina, relacionada

con la lisis de eritrocitos (Hurtado et al., 2021; Lin et al., 2025).

La leucocidina de Panton-Valentine (PVL) estd constituida por los componentes
codificados por IukS-PV y lukF-PV. Esta toxina afecta células del sistema inmunitario,
principalmente neutréfilos, y se ha relacionado con determinadas infecciones cutaneas
y cuadros pulmonares graves (Dufour et al., 2002; Vandenesch et al., 2003). Su
presencia, sin embargo, no constituye por si sola un marcador exclusivo de SARM

adquirido en la comunidad.

La adhesién y formacion de biopeliculas involucran diferentes proteinas de superficie,
entre ellas CIfA, CIfB, FnBPA, FnBPB y Cna. También participan los genes del operén
icaADBC, relacionados con la produccién del polisacarido intercelular de adhesién. La

formacion de biopeliculas favorece la persistencia bacteriana y puede dificultar la accién
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de los antimicrobianos y de los mecanismos de defensa del hospedero (Aboelnaga et
al., 2024; Alibegli et al., 2025; Bamneshin et al., 2024; Foster, 2019; Hurtado et al.,
2021).

La expresion de estos determinantes estd influenciada por sistemas reguladores
globales, como agr y sarA. Ademas, elementos genéticos méviles, entre ellos plasmidos
y profagos, pueden contribuir a la adquisicion y distribucién de genes relacionados con
resistencia y virulencia (Avall-Jaaskeldinen et al., 2021; Foster, 2019; Haddad et al.,
2018).

En conjunto, la identificacion de estos determinantes permite describir el repertorio de
virulencia de los aislamientos y comparar su distribucion entre diferentes linajes de S.

aureus.
2.3.4. Epidemiologia molecular y evolucion clonal del SARM

El estudio de la diversidad genética de S. aureus permite identificar los linajes presentes
en una poblacion y comparar su distribucion entre diferentes regiones y periodos. En
este analisis, el ST constituye una unidad de clasificacién obtenida mediante MLST,
mientras que los CC retnen ST genéticamente relacionados (Avall-Jaaskelainen et al.,
2021).

2.3.4.1. MLST: fundamentos y aplicacion en la tipificacién de linajes

En S. aureus, el esquema de MLST se basa en siete genes constitutivos: arcC, aroE,
glpF, gmk, pta, tpi y yqiL. La combinacion de los alelos de estos genes determina el
perfil alélico y permite asignar el ST correspondiente(Avall et al., 2021; Lakhundi y
Zhang, 2018).

La comparacion de los ST facilita el reconocimiento de linajes que circulan en diferentes
poblaciones y regiones. Esta informacion puede complementarse con otros marcadores,
como spa y SCCmec, que aportan caracteristicas adicionales para el estudio de la

estructura poblacional de S. aureus (Haddad et al., 2018).

2.3.4.2. De SARM hospitalario y comunitario a la evolucion de clones

pandémicos

Desde el punto de vista epidemiolégico, el S. aureus resistente a meticilina (SARM) se
ha descrito tradicionalmente en dos contextos principales: el hospitalario (SARM-H) y el
adquirido en la comunidad (SARM-AC). El primero se relaciona principalmente con
pacientes hospitalizados y con factores como la exposicion a procedimientos sanitarios
o la presencia de dispositivos médicos. En cambio, el SARM-AC se ha asociado con

personas sin una hospitalizacién reciente y con cuadros de infeccién de piel y tejidos
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blandos, aunque esta separacibn no es absoluta y los mismos linajes pueden
encontrarse en ambos escenarios (Pardos de la Gandara et al., 2016; Rodriguez y Seas,
2010; Silva et al., 2022; Tam y Torres, 2019).

Entre los linajes ampliamente estudiados se encuentran ST5, asociado con el complejo
clonal CC5 y con aislamientos como USA100; ST8, perteneciente a CC8 y relacionado
con USA300; y ST398, inicialmente vinculado con animales de produccion y
posteriormente identificado también en aislamientos humanos (Avall et al., 2021;
Lakhundiy Zhang, 2018; Pardos De La Gandara et al., 2016).

La distribucién de estos linajes puede cambiar como consecuencia de la adquisicion y
pérdida de material genético. La transferencia horizontal de genes, junto con la
presencia de elementos moviles, puede modificar los perfiles de resistencia y otros
determinantes asociados con la virulencia. Por ello, la identificacién del ST junto con el
analisis de estos determinantes permite obtener una descripcion mas completa de la
diversidad de los aislamientos de SARM (Aboelnaga et al., 2024; Garcia et al., 2023;
Haddad et al., 2018; Hofstetter et al., 2024).

2.3.5. Gendmica de Staphylococcus aureus en la vigilancia de patégenos

El genoma de S. aureus esta constituido principalmente por un cromosoma circular de
aproximadamente 2,8-2,9 Mb y un contenido de G+C cercano al 32—-33 % (Lakhundi y
Zhang, 2018). Ademas del cromosoma, la bacteria puede contener elementos genéticos
moviles que contribuyen a la variabilidad de sus caracteristicas genéticas. La
transferencia horizontal de genes constituye uno de los mecanismos que favorecen la
adquisicion de nuevos determinantes, incluidos aquellos relacionados con resistencia

antimicrobiana (Frost et al., 2005; Kdser et al., 2014).

El andlisis del genoma completo permite identificar genes y otras regiones presentes en
cada aislamiento y estudiar las diferencias existentes entre ellos. En S. aureus, esta
informacion puede utilizarse para la caracterizacion de determinantes de resistencia y
virulencia, la asignacion de linajes y el andlisis de relaciones genéticas entre

aislamientos (Aanensen et al., 2016; Garcia et al., 2023).
2.3.5.1. Evolucién de las tecnologias de secuenciacion gendmica

La secuenciacion del genoma completo (WGS, Whole Genome Sequencing) permite
analizar el material genético de un microorganismo en una sola estrategia de
secuenciacion. Las plataformas de segunda generacién, como lllumina, producen un
gran numero de lecturas cortas con elevada precision. Posteriormente, las tecnologias
de lectura larga, como Pacific Biosciences (PacBio) y Oxford Nanopore Technologies

(ONT), ampliaron las posibilidades de ensamblaje al generar fragmentos de ADN de
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mayor longitud (Aanensen et al., 2016; Jain et al., 2016; Koser et al., 2014; Rhoads y
Au, 2015).

Figura 1

Evolucion tecnologica y caracteristicas comparativas de las plataformas de

secuenciacion de ADN.

Primera generacion Segunda generacion Tercera generacion

(secuenciacidn de nueva generacién)

=& =

Secuenciacién Sanger 454, Solexa, PacBio
Maxam y Glibert lon Torrent, Oxford Nanopore
Terminacion de cadena de Sanger llumina
Se infiere la identidad de nucledtidos Alto rendimiento gracias a la Secuencia ADN nativo en tiempo real
utilizando ddNTPs y luego se visualiza paralelizacién de las reacciones con resolucién de molécula dnica
mediante electroforesis de secuenciacién
Decenas de kb de fragmentos,
500-1,000 pb de fragmentos ~50~500 pb de fragmentos | | en promedio
Secuenciacion de lecturas cortas Secuenciacion de lecturas largas

Tomado de Sequencing 101: The evolution of DNA sequencing tools (PacBio, 2020)

En la secuenciacion por nanoporos, las moléculas de ADN atraviesan un poro y generan
cambios en la corriente i6nica. Estas sefiales son registradas y posteriormente
interpretadas mediante algoritmos de basecalling para obtener la secuencia de
nucleétidos (Garalde et al., 2018; Ip et al., 2015).

Las plataformas de ONT han incorporado diferentes mejoras en la quimica y en los
poros utilizados para la secuenciacion. Entre ellas se encuentran las versiones R10.4.1
y las quimicas de Kit 14, orientadas a mejorar el desempefio y la precision de las lecturas
(Oxford Nanopore Technologies, 2024; Sanderson et al., 2024; Wick, 2023).
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Figura 2

Principio fisicoquimico de los nanoporos de Oxford Nanopore Technologies.
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2.3.5.2. Aplicaciones de ONT en gendmica, vigilancia y diagndstico

La secuenciacibn por nanoporos puede utilizarse para caracterizar genomas
bacterianos y estudiar diferentes elementos genéticos presentes en ellos. Las lecturas
largas pueden facilitar el ensamblaje de regiones complejas y el analisis de elementos
genéticos moviles. En aislamientos clinicos, los datos obtenidos también pueden
emplearse para identificar genes relacionados con resistencia y virulencia y para

comparar genéticamente diferentes aislamientos (Ferreira et al., 2021; Heiden, 2019).

Otra aplicacién de esta tecnologia es la vigilancia de microorganismos de importancia
sanitaria. La generacién de datos durante el proceso de secuenciacién permite disponer
de informacion antes de finalizar la corrida completa, lo que puede ser aprovechado en
determinados estudios epidemioldgicos y en la investigacion de brotes (Ferreira et al.,
2021; Oxford Nanopore Technologies, 2024).

Los equipos portétiles, como MinlON, han ampliado las posibilidades de utilizar esta
tecnologia en laboratorios con diferentes niveles de infraestructura. Esta caracteristica,
junto con la generacion de lecturas largas, ha favorecido su incorporacion en estudios

de gendmica bacteriana (Latorre et al., 2022; Oxford Nanopore Technologies, 2024).

14



2.3.5.3.  Herramientas bioinforméticas para la identificacion de genes de

resistenciay virulencia

Después de la secuenciacion, los datos gendémicos requieren diferentes etapas de
procesamiento y andlisis para obtener informacién interpretable. En los estudios de
resistencia y virulencia, una estrategia frecuente consiste en comparar las secuencias
obtenidas con bases de datos de referencia que contienen genes previamente descritos
(Ferreira et al., 2021; Kdser et al., 2014).

Entre las herramientas utilizadas se encuentra ABRicate, que permite realizar
busquedas de genes en secuencias gendmicas y comparar las coincidencias
encontradas con diferentes bases de datos. Los resultados incluyen valores de identidad
y cobertura que pueden utilizarse para establecer criterios de seleccién de los

determinantes identificados.

PubMLST reune bases de datos para diferentes esquemas de tipificacion por
secuencias multilocus. En S. aureus, permite consultar los perfiles alélicos
correspondientes a los siete genes del esquema de MLST y asignar el ST de cada
aislamiento cuando existe una coincidencia registrada (Jolley et al., 2018).

La Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) es una base de datos
especializada en resistencia antimicrobiana que reune informaciébn sobre genes,
proteinas y mecanismos asociados con este fendbmeno. Su organizacion mediante la
Antibiotic Resistance Ontology (ARO) facilita la clasificacion de los determinantes
identificados en los genomas bacterianos(Alcock et al., 2023).

Por su parte, la Virulence Factor Database (VFDB) contiene informacion sobre factores
de virulencia descritos en diferentes especies bacterianas. Incluye determinantes
relacionados con adhesion, invasion, evasion de la respuesta inmunitaria, produccion
de toxinas y formacién de biopeliculas, por lo que puede utilizarse como referencia para

identificar estos genes en secuencias genémicas (Chen et al., 2005; Yang et al., 2008).
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I1. MATERIALES Y METODOS
3.1. Area de estudio

El estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Inmunologia y Microbiologia,
perteneciente a la Escuela Profesional de Biologia de la Facultad de Ciencias Biologicas
de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga (UNSCH).

3.1.1. Ubicacion geografica

El laboratorio se encuentra ubicado en la Ciudad Universitaria de la UNSCH, distrito de
Ayacucho, provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho, Peru.

Coordenadas:

Latitud Sur: 13°08'44.68” S

Longitud Oeste: 74°13'15.73” O
Altitud: 2791 m s. n. m.

3.2. Tipo y nivel de investigacion

La investigacion es de tipo basica y de nivel descriptivo, con un disefio no experimental,
de corte transversal, orientada a la caracterizacion molecular de cepas de

Staphylococcus aureus resistente a meticilina.
3.3. Poblacién y muestra
3.3.1. Poblacién

Estuvo constituida por cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina,
conservadas en agar Tripticasa Soya (TSA) suplementado con 5 % de cloruro de sodio
y almacenadas a 4 °C, pertenecientes a la coleccion del Laboratorio de Inmunologia y

Microbiologia de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.
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3.3.2. Unidad muestral

La unidad muestral estuvo conformada por 16 cepas de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina. Estas cepas procedieron de estudios previos, en los cuales
fueron identificadas y caracterizadas fenotipicamente como SARM. Para el presente
trabajo, se gestiond y obtuvo la autorizacién formal para su utilizacién con fines de

caracterizacién gendémica (Anexo 1y 2).

Dado que el nimero de cepas disponibles fue limitado y correspondi6 a la totalidad de
aislamientos disponibles, no se realizé calculo de tamafio muestral. En este sentido, el
estudio corresponde a un enfoque censal, al incluir todas las cepas disponibles en la

coleccion del laboratorio que cumplieron con los criterios de seleccion.
3.3.3. Criterios de seleccion

Para la conformacién definitiva de la unidad muestral, se aplicaron los siguientes

criterios:

e Criterios de inclusién: Cepas de S. aureus con perfil de resistencia a meticilina

confirmado previamente mediante pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos.

o Criterios de exclusion: Cepas cuya identificacion bacteriana no fue confirmada
mediante pruebas fenotipicas confirmatorias, cultivos que presentaron
contaminacion durante el proceso de reactivacion, y cepas que no contaban con
registros completos de origen, fecha de aislamiento o c6digo de identificacién en el

laboratorio.
3.4. Metodologia
3.4.1. Reactivacién e identificacién presuntiva

Las cepas S. aureus se reactivaron mediante inoculacién en 5 mL de caldo tripticasa de
soya (TSB) y se incubaron a 37 °C durante 24 horas. A partir de este cultivo liquido, se
realizé una siembra por estria de agotamiento en agar manitol salado, incubandose
nuevamente a 37 °C por 24 horas para obtener colonias aisladas. Tras la incubacion,
se consideré como presuntivas de S. aureus aquellas cepas que desarrollaron colonias
tipicas con un cambio del color del medio a amarillo debido a la fermentacién del manitol
(Murray et al., 2017) (Anexo 3).

3.4.2. Confirmacién del fenotipo SARM mediante antibiograma

El perfil de resistencia a meticilina se confirmé para cada cepa presuntiva mediante la
prueba de difusion en disco de Kirby-Bauer, siguiendo las directrices del Clinical and
Laboratory Standards Institute (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2023)

(Anexo 4). El procedimiento se realiz6 de la siguiente manera:
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e Preparacién del inéculo: A partir de colonias aisladas de 24 horas en agar Manitol
Salado, se prepar6 una suspension bacteriana en 5 mL de solucién salina estéril
(0,85 % NacCl), ajustando su turbidez al estandar 0,5 de McFarland.

e Siembra e incubacién: La suspensién se inocul6 de forma uniforme sobre placas de
agar Mueller-Hinton. Se dispusieron los discos de antibioticos, utilizando cefoxitina
(30 pg) como marcador para la deteccion de SARM. Las placas se incubaron a 37

°C durante 18 horas.

e Interpretacion: Las cepas se clasificaron como SARM al presentar un halo de

inhibicién < 21 mm alrededor del disco de cefoxitina.
3.4.3. Conservacion de las cepas

Para garantizar la viabilidad y estabilidad fenotipica de las cepas de SARM confirmadas,
se implemento6 un protocolo de conservacion a corto plazo. Las cepas se mantuvieron
en agar TSA suplementado con cloruro de sodio al 5 % en viales estériles con el medio
inclinado solidificado, y se conservaron a 4 °C. Durante el periodo previo al andlisis, los
cultivos se renovaron periodicamente mediante resiembra en medio fresco bajo
condiciones de esterilidad, con el fin de preservar su viabilidad. Este procedimiento se
mantuvo hasta el momento de la extraccion de ADN gendmico, favoreciendo la
obtencién de células viables para una extraccion eficiente del ADN (Campafia, 2021).

El procedimiento se muestra en el Anexo 5.
3.4.4. Extraccién de ADN gendmico

La extracciéon de ADN gendmico se realizé a partir de cultivos puros de cada cepa de
SARM, siguiendo el protocolo del kit de extraccibn ADN GRISP. De acuerdo con las
recomendaciones del fabricante, se utiliz6 una cantidad de biomasa equivalente a
aproximadamente 1 x 10° células bacterianas. Para ello, se prepard una suspension
bacteriana ajustada al estandar 3,0 de McFarland como método de estimacion de la
concentracion celular. A partir de esta suspensién, se obtuvo el sedimento bacteriano

(pellet) para la extraccion de ADN, siguiendo el protocolo indicado (Anexo 6).
Preparacion del reactivo de lisis:
e Se alicuotaron 200 L de tampén G+ en tubos de microcentrifuga de 1,5 mL.

e El tampon fue suplementado con 0,8 mg de lisozima para alcanzar una

concentracion final de 4 mg/mL.

e La mezcla se homogeneiz6 mediante agitacion en voOrtex hasta su completa

disolucién.

Preparacion del lisado:
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Se centrifug6 1 mL de cultivo bacteriano a 15 000 x g durante 1 minuto en un tubo

de microcentrifuga de 1,5 mL.

Se descart6 el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 200 uL de tampon G+
con lisozima, mezclando cuidadosamente hasta obtener una suspension

homogénea.
La suspension se incubd a 37 °C durante 30 minutos.

Posteriormente, se afiadieron 20 uL de proteinasa Ky se incub6 a 60 °C durante 15

minutos.

Se agregaron 200 pL de tampon BL, se mezcld vigorosamente y se incubé a 70 °C

durante 10 minutos.

Luego de enfriar la mezcla a temperatura ambiente, se afadieron 5 uL de ARNasa

A (10 mg/mL) y se incubé durante 15 minutos.

Finalmente, se agregaron 200 uyL de etanol al 96 % y la mezcla se homogeneiz6

inmediatamente.

Unién y lavado del ADN:

La mezcla completa se transfirio a una columna de centrifugacién y se centrifugé a

15 000 x g durante 2 minutos.

Se descart6 el liquido eluido (flow-through) y se colocé la columna en un nuevo tubo

de recoleccion.

Se realiz6 un primer lavado con 400 uL de tampén de lavado 1, centrifugando a 15
000 x g durante 30 segundos, se descartd el eluido del tubo de recolecciéon y se

colocé la columna en el mismo tubo.

Se realizé un segundo lavado con 600 pL de tampdn de lavado 2, centrifugando a
15 000 x g durante 30 segundos y se descarto el eluido.

Se realizé una centrifugacion final a 15 000 x g durante 3 minutos para eliminar

residuos de etanol.

Elucién del ADN:

La columna se transfirié a un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL.
Se afadi6 100 uL de tampédn de elucién directamente sobre la membrana.
Se incubd a temperatura ambiente durante 3 minutos.

Se centrifugd a 15 000 x g durante 1 minuto para recuperar el ADN.
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e Se descart6 la columna y el ADN eluido se conservé en el tubo de microcentrifuga
de 1,5 mL.

e EI ADN purificado se almacené a -20 °C para analisis posteriores.
3.4.5. Analisis de calidad y pureza del ADN

La cuantificacion y evaluacion de la pureza del ADN se realiz6 utilizando un
espectrofotbmetro de microvolumen NABI UV/Vis Nano Spectrophotometer
(MicroDigital Co., Ltd., software version 4.0.3 U2). La concentracidén y pureza del ADN
se determinaron mediante la medicion de absorbancia a 260 nm, asi como las relaciones
A260/280 y A260/230. Las mediciones se efectuaron con el fin de verificar que las
muestras cumplieran con los pardmetros de calidad requeridos para la secuenciacion,
de acuerdo con el manual “Input DNA-RNA-qc-IDI-S1006_v1” de Oxford Nanopore
Technologies (Anexo 7). Se consideré como criterio de aceptacion una concentracion
minima de ADN superior a 20 ng/pL, una relacion de absorbancia A260/280 entre 1,8 y
2,0, y una relacion A260/230 entre 2,0 y 2,2. Este andlisis permitio verificar la idoneidad

de las muestras para los procedimientos posteriores de secuenciacion.
Procedimiento de medicion:

e Se seleccioné la opcion de dsDNA en el equipo.

e Se estableci6 el blanco utilizando 1 yL de tampdn de elucién del kit de extraccién.

e Cada muestra fue homogeneizada y se depositd 1 puL en el panel 6ptico para su

lectura.

e Las muestras se registraron mediante cédigos de identificacién (3n, 27na, 16y, etc.)

al momento de la lectura.

e Para proseguir con la siguiente lectura de la muestra se realiz6 la limpieza de la
superficie 6ptica con papel tisq.

e Las lecturas obtenidas fueron transferidas a una tabla de Microsoft Excel para su
posterior analisis.

3.4.6. Andlisis de integridad del ADN

La integridad del ADN gendmico se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa
utilizando el sistema blueGel (Gelato) y reactivos especificos para electroforesis,
incluyendo agarosa, tampén TBE 1X, tampén de carga, agente intercalante y marcador

de peso molecular (Anexo 8).

Preparacion del gel de agarosa:
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e Se prepar6 un gel de agarosa al 0,8 % disolviendo 0,16 g de GRS agarose LE en
20 mL de Tris-borato-EDTA (TBE) 1X.

e Lamezcla se calenté en microondas durante 60 segundos y se dejo enfriar durante

2 minutos.

e Se verti6 en una bandeja con peine de 25 pocillos, evitando la formacion de
burbujas.

e Se dejo solidificar a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Electroforesis:

e Una vez solidificado, se retir6 el peine y se colocé el gel en la camara de
electroforesis.

e Se cubri6 con 30 mL del tampén TBE 1X hasta cubrir el gel de agarosa.

e Se cargaron 5 uL de ADN por muestra, mezclados con 1 pL de buffer de carga GRS
DNA loading buffer blue (6x) y 0,5 uL de Xpert Green DNA Stain DIRECT.

e Como marcador de peso molecular se cargd 6 uL de Ladder de 100 bp mezclados
con 0,5 pL de Xpert Green DNA Stain DIRECT en el primer pocillo.

e La electroforesis se realizé a 75 V durante 20 minutos.

o Finalizada la electroforesis, el gel se visualizO mediante el transiluminador del

equipo para evaluar la integridad del ADN.

e Se consideraron como muestras de ADN integro aquellas que presentaron una
banda Unica y compacta correspondiente a alto peso molecular, sin evidencia de
degradacion (smearing).

3.4.7. Secuenciamiento de ADN mediante tecnologia nanopore (MinlON

R10.4.1)

El secuenciamiento se realizé utilizando el dispositivo MinlON de Oxford Nanopore
Technologies, empleando celdas de flujo Flongle FLO-FLG114 (R10.4.1). La
preparacion de bibliotecas se llevé a cabo mediante el kit Rapid Barcoding Kit V14 (SQK-
RBK114.24), siguiendo las recomendaciones del fabricante (Oxford Nanopore
Technologies, 2024) (Anexo 9).

Preparacion de bibliotecas de secuenciacion:

Se utilizaron 200 ng de ADN gendémico por muestra, ajustados a un volumen final de 10

ML con agua libre de nucleasas en tubos de PCR de 0,2 mL.

e Se anadio 1,5 uL de un cédigo de barras rapido a cada muestra.
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Las muestras se mezclaron mediante pipeteo y se centrifugaron brevemente.

Se incubaron en termociclador con el siguiente programa: 30 °C durante 2 minutos,

seguido de 80 °C durante 2 minutos.

Posteriormente, se colocaron en hielo y se centrifugaron brevemente.

Las muestras etiguetadas con cédigos de barras se agruparon en un tubo de

microcentrifuga libre de nucleasas de 2 mL.

Purificacion de la biblioteca de secuenciacion:

Las perlas AMPure XP se resuspendieron mediante inversibn suave Yy

homogenizacion.

Se afiadi6é un volumen equivalente de perlas AMPure XP a la mezcla combinada y

se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente con mezcla suave.
Se colocé el tubo en un rack magnético y se eliminé el sobrenadante.

Las perlas se lavaron dos veces con etanol al 80 %, eliminando cuidadosamente el

liquido en cada lavado.
Las perlas se secaron al aire durante aproximadamente 30 segundos.

El ADN se eluy6 en 15 uL de tampdn de elucion (EB), seguido de una incubacion

de 10 minutos a temperatura ambiente.

Se recupero el eluido en un tubo limpio de 1,5 mL (biblioteca purificada).

Para la ligacion de adaptadores:

Se transfirieron 5,5 uL de la biblioteca purificada a un tubo Eppendorf de 1,5 mL.

Se prepard una mezcla de adaptadores compuesta por 1,5 uL de adaptador rapido
(RA) y 3,5 uL de buffer de adaptador (ADB).

Se afnadidé 0,5 YL de esta mezcla de adaptadores a la biblioteca purificada, se

mezclé suavemente y se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente.

La biblioteca preparada se mantuvo sobre hielo hasta su carga en la celda de flujo.

Primado y carga de la celda de flujo Flongle:

El primado y la carga se realizaron siguiendo el protocolo especifico para Flongle

(Oxford Nanopore Technologies, 2024).

Se preparé la mezcla de cebado con 117 pyL de Flow Cell Flush (FCF) y 3 pL de
Flush Tether (FCT).

La celda de flujo Flongle se colocé en el adaptador correspondiente del dispositivo
MinlON.

22



Se retird la pestana de sellado para exponer el puerto de muestra.

Se cargaron cuidadosamente 120 UL de la mezcla de cebado, evitando la formacién

de burbujas, y se dejé incubar durante 5 minutos.

Preparacion de la mezcla de secuenciacion:

La mezcla de secuenciacion se preparo utilizando:

15 uL de tampdn de secuenciacion (SB)
10 uL de perlas de biblioteca (Library Beads, LIB), previamente resuspendidas

5 uL de la biblioteca de ADN previamente preparada a partir de los 200 ng de ADN

gendmico iniciales.

La mezcla final tuvo un volumen de 30 L, el cual fue cargado cuidadosamente en el

puerto de muestra de la celda de flujo Flongle, evitando la introduccién de burbujas de

aire. Posteriormente, la celda fue sellada para iniciar la corrida de secuenciacion.

Configuracion y ejecucion del secuenciamiento

La secuenciacion se realiz6 mediante la plataforma Oxford Nanopore Technologies,
utilizando el software MinKNOW (v. 23.04.8) (Anexo 10).

Se inici6 el software MiInKNOW (version 23.04.8) y se seleccioné el dispositivo
MinlION conectado.

Se configurd una nueva ejecucion ingresando los datos del experimento:
Nombre del experimento: S. aureus — 16

Tipo de celda de flujo: Flongle FLO-FLG114 con poro R10.4.1
Kit de secuenciacion: SQK-RBK114.24

Se establecieron los parametros de ejecucion:

Duracion: 72 horas

Longitud minima de lectura: 200 bp

Se activaron las opciones de procesamiento:

Basecalling en tiempo real

Modelo de alta precisién (High Accuracy, HAC)

Separacion por cédigos de barras (demultiplexing)

Filtrado de lecturas

Se configuraron los formatos de salida:

PODS5 (formato de datos sin procesar generado por ONT)
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e FASTQ (formato estandar de secuencias de ADN con informacion de calidad tras el

basecalling)

e Se estableci6 un umbral de calidad de Q > 10 (puntaje de calidad Phred),

descartando automaticamente lecturas de menor calidad.
Finalmente, se inicid la corrida de secuenciacion desde la interfaz del software.
3.4.8. Analisis bioinformatico

Todo el procesamiento bioinformatico se realizé en la plataforma Galaxy Europe (version
24.0), garantizando reproducibilidad y acceso a herramientas estandarizadas (Anexo
11).

Preprocesamiento, ensamblaje y mejora de genomas en Galaxy

Para el analisis de calidad, los archivos FASTQ se importaron a la plataforma Galaxy
Europe. El preprocesamiento incluyé la concatenacion de lecturas, la eliminaciéon de
adaptadores con Porechop (v0.2.4) (Wick, 2017) y el control de calidad con NanoPlot
(v1.41.0) (De Coster et al., 2018). Solo los conjuntos de datos que cumplieron los
criterios de calidad (longitud promedio > 1 kb y Q > 10) fueron seleccionados para el

ensamblaje.

El ensamblaje de novo se realizé con Flye (v2.9.2) (Kolmogorov et al., 2019). La
estructura de los contigs fue evaluada mediante Bandage (v0.8.1) (Wick et al., 2015), y
la identidad de la especie se verificO mediante analisis de similitud con BLASTn (v2.16.0)
(Camacho et al., 2009) frente a la base de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI).

Los genomas ensamblados se sometieron a un proceso de pulido iterativo utilizando
Minimap2 (v2.30) (H. Li, 2018) y Racon (v1.5.0) (Vaser et al., 2017), durante dos

iteraciones.
Caracterizacion gendémica integral e integracién en Proksee
Sobre los genomas finales y pulidos, se realiz6 una caracterizacién exhaustiva:

o Perfil de resistencia antimicrobiana: La bulsqueda de genes de resistencia
antimicrobiana se realiz6 con ABRicate (v1.0.1) (Feldgarden et al., 2021) utilizando
la base de datos CARD. Se identificaron genes y mecanismos de resistencia
antimicrobiana, aplicando umbrales de corte de = 90% de identidad y = 80% de

cobertura para la identificacion de genes de resistencia antimicrobiana.
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o Deteccidn de Factores de virulencia: El potencial patogénico de los aislamientos se
evalu6 con ABRicate (v1.0.1) utilizando la base de datos de factores de virulencia

(VFDB), y aplicando los mismos criterios de corte aplicados para el perfil de AMR.

e Tipado molecular: EI ST se determin6 mediante MLST (v2.22.0) (Seemann, 2016)

contra el esquema de S. aureus en la base de datos PUbMLST (Jolley et al., 2018).
Integracion y visualizacion en Proksee

Para la visualizacién y el andlisis gendmico, se integraron los datos en la plataforma

Proksee (Grant et al., 2023) de la siguiente manera:

e Preparaciéon de datos: Los genomas ensamblados (contigs) y la anotacion génica

obtenida con Prokka (v1.14.6) (Seemann, 2014) fueron cargados en la plataforma.

e Visualizacion comparativa: Para cada aislamiento se incorporé un genoma de
referencia correspondiente al mismo ST, previamente determinado mediante MLST,
el cual fue obtenido de la base de datos del National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Esta estrategia permitié comparar la organizacién genémica del

aislamiento con un representante de su mismo linaje clonal.

Adicionalmente, se integraron los genes de resistencia antimicrobiana y factores de
virulencia identificados, generandose mapas gendmicos circulares y horizontales
individuales mostrando la distribucién de estos elementos respecto al genoma de

referencia.
3.4.9. Anadlisis filogenético y epidemioldgico
Verificacién in silico de alelos MLST y obtencion de secuencias.

Para confirmar los alelos identificados y obtener las secuencias especificas para el
analisis filogenético, se realiz6 una amplificacién por PCR in silico de cada uno de los
siete genes constitutivos (arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi, yqiL). Este proceso se llevo a
cabo en SnapGene (v7.1) utilizando las secuencias consenso ensambladas de cada
genomay los pares de cebadores especificos descritos originalmente por Enright et al.,
(2000) y disponibles en la base de datos PUbMLST.

Concatenacion y alineamiento de secuencias.

Las secuencias de los siete amplicones fueron concatenadas manualmente en el orden
estandar del esquema MLST para cada aislamiento. El alineamiento mdltiple de las
secuencias concatenadas se realizé mediante el algoritmo ClustalW integrado en
MEGA1l (v11.0) (Tamura et al., 2021), utlizando los siguientes parametros:

penalizacion por apertura de gap de 15, penalizacion por extension de gap de 6.66,
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matriz de sustitucion tipo IUB, valor de corte para secuencias divergentes de 30% y peso

de transicion de 0,5.
Construccion del arbol filogenético.

El arbol filogenético se gener6 en MEGAL11 a partir del alineamiento de secuencias
concatenadas. El modelo evolutivo Hasegawa-Kishino-Yano (HKY) (Hasegawa et al.,
1985) fue seleccionado mediante la herramienta de seleccién de modelos implementada
en MEGA11 (Tamura et al., 2021). Se incorpor6 una distribucion Gamma discreta para
modelar la heterogeneidad de tasas entre sitios (+G; 5 categorias) y una proporcion de
sitios invariantes (+1), conforme a los parametros estimados durante la seleccion del
modelo. Se empled un soporte estadistico de bootstrap de 1000 réplicas (Felsenstein,
1985). El arbol resultante se exporté en formato Newick y se visualizé en iTOL v6
(Interactive Tree of Life) para la incorporacion de metadatos relacionados con el tipo de

secuencia y la presencia de genes de resistencia y virulencia.
Andlisis de estructura poblacional y distribucidn de linajes.

Adicionalmente, se elabor6 un andlisis de frecuencias de ST y su distribucion mediante
el programa PHYLOViZ (Francisco et al., 2012), lo que permitié representar visualmente
la diversidad y frecuencia relativa de los linajes identificados. Este analisis facilito la
interpretacion de la estructura poblacional de los aislamientos y su posible relacién

clonal.

La integracion de estos resultados permitié identificar patrones de agrupamiento
filogenético en los aislamientos de SARM, proporcionando informacion sobre la

distribucion y frecuencia de los linajes genéticos identificados.
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Tabla 1

Distribucion de genes de resistencia antimicrobiana y proteinas codificadas en aislados

V. RESULTADOS

de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.

Clase de Proteina codificada por el gen Gen de f P
antibiotico P 9 resistencia  (n) (%)
Multidrogas / Bomba de eflujo multidroga mepA 16 100,00
Reguladores de Represor transcripcional mepR 16 100,00
eflujo Transportador de eflujo multidroga  ImrS 16 100,00
Bomba de eflujo de norfloxacina norA 13 81,25
Regulador de respuesta arlR 16 100,00
Fluoroquinolonas istidi i '
q g|st|d|na quinasa del sistema de arls 16 100,00
0S componentes
Regulador global mgrA 16 100,00
Proteina de eflujo tet(38) 16 100,00
. Proteina de proteccion ribosomal tet(M) 1 6,25
Tetraciclinas 3 .
Proteina de eflujo tet(K) 3 18,75
Proteina de eflujo tet(L) 2 12,50
L B-lactamasa blaz 15 93,75
B-lactamicos . . .
Proteina de unidén a penicilina 2a mecA 12 75,00
Tioiltransferasa de fosfomicina fosB 7 43,75
Fosfomicina i ioi
Vanant_e_de tioiltransferasa de FosB1 1 6.25
fosfomicina
Amlnog_lu_c05|d0 ant(4')-1b 4 2500
nucleotidiltransferasa
Enzima bifuncional modificadora aac(6')-le- 3 18.75
Aminoglucosidos de aminoglucosidos aph(2")-la '
Metiltransferasa de rRNA ermC 8 50,00
. Metiltransferasa de rRNA ermA 1 6,25
Macrélidos / .
Lincosamidas / Metiltransferasa de rRNA ermT 1 6,25
Estreptograminas B Fosfotransferasa de macrdlidos mphC 10 62,50
Transportador ABC dependiente
de ATP msrA 10 62,50
Metiltransferasa de 23S rRNA cfrA 3 18,75
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Fenicol(es) Bomba de eflujo de

]S;;I ?f:;r;r;rr)lcoll cloranfenicol/florfenicol fexA 1 6,25
Trimetoprim / Dihidrofolato reductasa dfrC 1 6,25
Sulfonamidas Dihidrofolato reductasa dfrG 1 6,25
Glicopéptidos Hidrolasa de péptido sefial spd 1 6,25
Figura 3

Representacion circular del genoma del aislamiento S. aureus SA-3N (ST22) con

anotacion de genes de resistencia.

- —zrls—arlR

dfrc—mecA= -

tet(28) . Y.
1M
mepR —
nora
Tera M GC Skew+
M GC Skew-
l GC Content
W sT22_referencia
S. aureus SA-3N (8T22) M Genes de resistencia

Mapa gendmico circular generado con Proksee. Los anillos, de afuera hacia adentro, representan: (1) la
secuencia del genoma de referencia (anillo externo, en color naranja); (2) el genoma ensamblado del
aislamiento (~2,8 Mbp); (3) genes de resistencia a antimicrobianos identificados mediante la base de datos
CARD, indicados en color rojo; (4) contenido de GC (guanina-citosina), representado en negro; y (5) sesgo
de GC, donde los valores positivos se muestran en verde y los negativos en plrpura. Se muestran
Unicamente los genes de resistencia identificados.
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Tabla 2

Distribucion de genes asociados a virulencia y productos codificados en aislados de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.

f p
(n) (%)

Grupo funcional Producto codificado Gen

N-acetilglucosaminiltransferasa implicada en la

sintesis del polisacarido de adhesion icaA 16 100,00

intercelular (PIA)

Desacetilasa implicada en la sintesis del
Formacion de polisacarido de adhesién intercelular

biopelicula Proteina de exportacion del polisacéarido de
adhesion intercelular

Proteina accesoria implicada en la sintesis de

icaB 16 100,00

icaC 16 100,00

icaD 16 100,00

PIA
Regulador transcripcional del operén ica icaR 16 100,00
0-hemolisina hid 16 100,00
B-hemolisina hib 16 100,00
Toxinas Componente A de y-hemolisina higA 16 100,00
hemoliticas  componente B de y-hemolisina higB 16 100,00
Componente C de y-hemolisina higC 16 100,00
a-hemolisina hla 15 93,75
Sortasa Sortasa B especifica para motivo NPQTN srtB 16 100,00
,ZAiLrJ]::e):ollsma (metaloproteasa dependiente de aur 16 100,00
engLe(;ai;ga\)/S (endopeptidasa glutamil sspA 16 100,00
Proteasas y Estafopaina B (proteasa cisteina) sspB 16 100,00
enzimas Estafostatina B (inhibidor de proteasa cisteina) ~ sspC 16 100,00
Hialuronato liasa hysA 16 100,00
Hidrolasa de ésteres de glicerol geh 16 100,00
Lipasa triacilglicerol lip 16 100,00
Adenosina sintasa A adsA 16 100,00
Proteina inhibidora de quimiotaxis (CHIPS) chp 10 62,50
Evasién inmune Estafilocinasa sak 10 62,50
Inhibidor del complemento (SCIN) scn 11 68,75
Proteina de unién a inmunoglobulina G (SBI) sbi 16 100,00
Proteina A de unién a inmunoglobulina G spa 15 93,75
Er:gts/llrlla estructural del sistema de secrecidn esaA 16 100,00
Er:gts/llrlla reguladora del sistema de secrecion esaB 16 100,00
Sistemfi de \%mtema efectora del sistema de secrecion tipo esaC 9 5625
secrecion VII
Proteina de membrana del sistema de essA 16 100,00

secrecion tipo VII

Proteina estructural de membrana del sistema essB 16 100,00
de secrecion tipo VII
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ATPasa de la familia FtsK/SpollIE del sistema essC 9 56,25
de secrecién tipo VI
I?rotema secretada del sistema de secrecion esxA 16 100,00
tipo VII
I?rotema secretada del sistema de secrecion esxB 9 56,25
tipo VII
Ea(_:tqr de agregacion A (proteina de union a clfA 16 100,00
fibrindbgeno)
Factor de agregacion B clfB 16 100,00
Adhesina de colageno cha 8 50,00
Proteina de unidn a fibronectina A fnbA 16 100,00
Adhesinas Proteina de union a fibronectina B fnbB 14 87,50
Proteina de adhesion rica en Ser-Asp C sdrC 12 75,00
Proteina de adhesion rica en Ser-Asp D sdrD 12 75,00
Proteina de adhesion rica en Ser-Asp E sdrE 12 75,00
Protgma gzxtracelular Map (adhesina map 16 100,00
multifuncional)
Proteina de unién a elastina ebp 15 93,75
Proteina |mpllcada en la sintesis de polisacarido cap8A 16 100,00
capsular tipo 8
Prqtemg _|mpI|cada en !a sintesis de cap8B 16 100,00
polisacéarido capsular tipo 8
Prqtemg _|mpI|cada en !a sintesis de cap8C 16 100,00
polisacéarido capsular tipo 8
Prqtemg _|mpI|cada en !a sintesis de cap8D 16 100,00
polisacéarido capsular tipo 8
Pro_temg _|mpI|cada en !a sintesis de cap8E 16 100,00
polisacéarido capsular tipo 8
Pro_tem(:a _|mpI|cada en !a sintesis de cap8F 16 100,00
polisacéarido capsular tipo 8
Pro_tem(:a _|mpI|cada en !a sintesis de cap8G 16 100,00
polisacéarido capsular tipo 8
) _ Pro_tem(:a _|mpI|cada en !a sintesis de cap8H 4 2500
Sintesis de polisacéarido capsular tipo 8
capsula Pro_tem(:a _|mpI|cada en !a sintesis de capsl 4 2500
polisacéarido capsular tipo 8
Prqtem{a _|mpI|cada en !a sintesis de capsJ 4 2500
polisacéarido capsular tipo 8
Prqtemg _|mpl|cada en !a sintesis de capsK 4 2500
polisacéarido capsular tipo 8
Prqtemg _|mpl|cada en !a sintesis de cap8L 16 100,00
polisacéarido capsular tipo 8
Prqtemg _|mpl|cada en !a sintesis de cap8M 16 100,00
polisacéarido capsular tipo 8
Prqtem(,a _|mpl|cada en !a sintesis de cap8N 16 100,00
polisacéarido capsular tipo 8
Prqtem(,a _|mpl|cada en !a sintesis de cap80 16 100,00
polisacéarido capsular tipo 8
Pro_teln(:i _|mpI|cada en !a sintesis de cap8P 16 100,00
polisacéarido capsular tipo 8
| Determinante de superficie regulado por hierro iSdA 16 100,00
Captacion de A
hierro isdB 16 100,00

Receptor de hemoglobina regulado por hierro
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Determinante de superficie regulado por hierro

C isdC 16 100,00
Proteina de transporte asociada al sistema Isd isdD 16 100,00
Proteina de unién a hemo isdE 16 100,00
Transportador ABC de membrana asociado a isdF 16 100,00
captacion de hierro
Hemo oxigenasa isdG 16 100,00
Comp(_)nente S de leucocidina de Panton- WkS-PV 9 56,25
Valentine
Toxine_ts Colmp(_)nente F de leucocidina de Panton- WKE-PV 12 75,00
leucocidinas ~ Valentine
Componente S de leucocidina LUKED lukE 4 25,00
Componente F de leucocidina LUKED lukD 4 25,00
Toxina del sindrome de shock téxico tipo 1
Superantigenos  (TSST-1) st 4 2500
Estafilocoagulasa coa 13 81,25
Coagulasas i - _
Proteina de union al factor de von Willebrand vWhbp 3 18,75
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Figura 4

Representacion lineal del genoma del aislamiento S. aureus SA-16Y (ST5) con anotacion de genes de virulencia.
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Mapa gendmico lineal generado con Proksee. Los anillos, de arriba hacia abajo, representan: (1) la secuencia del genoma de referencia ST5, indicada en color crema;
(2) el genoma ensamblado del aislamiento (~2,8 Mbp); (3) genes de virulencia identificados mediante la base de datos VFDB, resaltados en color azul; (4) contenido de
GC (guanina-citosina), representado en negro; y (5) sesgo de GC, donde los valores positivos se muestran en verde y los negativos en plrpura. Se muestran Unicamente

los genes de virulencia identificados.
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Tabla 3

Distribucion de tipos de secuencia en aislamientos de Staphylococcus aureus

resistentes a meticilina.

Tipo de_ f D
sec(uée_zrr;ma ") (%)
ST398 5 31,25
ST72 3 18,75
STS 1 6,25
ST22 2 12,50
ST5 1 6,25
ST6 1 6,25
ST50 1 6,25
ST133 1 6,25
ST6362 1 6,25

Los valores absolutos (n) y relativos (%) fueron calculados sobre el total de aislamientos analizados (N =
16).
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Figura5

Mapa de calor de genes de virulencia en aislados de Staphylococcus aureus resistente a meticilina, organizado segun la filogenia derivada
del andlisis MLST.
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Cada fila corresponde a un aislamiento y cada columna a un gen de virulencia. El arbol filogenético se construy6 a partir del andlisis MLST, y la historia evolutiva se infirio

mediante el método de méaxima verosimilitud bajo el modelo de Hasegawa-Kishino-Yano (Hasegawa et al., 1985). El arbol de consenso se obtuvo a partir de 1000 réplicas
bootstrap (Felsenstein, 1985), colapsando las ramas con soporte inferior al 50%. Los valores numéricos en los nodos representan el soporte de bootstrap (%). Se utilizd
una distribucion gamma discreta para modelar la heterogeneidad de tasas entre sitios (5 categorias; +G, parametro = 0,1000), considerando ademas una proporcion de
sitios invariantes (+| = 48,71%). El analisis incluyd 16 secuencias con un total de 3186 posiciones y fue realizado en el software MEGA11 (Tamura et al., 2021). Los
nameros a la izquierda representan el tipo de secuencia. El color azul oscuro indica presencia (1) y gris claro ausencia (0). La escala del arbol representa la distancia
genética entre los aislamientos.
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Figura 6

Mapa de calor de genes de resistencia antimicrobiana en aislados de Staphylococcus aureus resistente a meticilina, organizado segun la
filogenia derivada del andlisis MLST.
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Cada fila corresponde a un aislamiento y cada columna a un gen de resistencia. El arbol filogéntico se construy6 a partir del andlisis MLST, y la historia evolutiva se infirio
mediante el método de méaxima verosimilitud bajo el modelo de Hasegawa-Kishino-Yano (Hasegawa et al., 1985). El arbol de consenso se obtuvo a partir de 1000 réplicas
bootstrap (Felsenstein, 1985), colapsando las ramas con soporte menor al 50%. Los valores numéricos en los nodos representan el soporte bootstrap (%). Se utiliz6 una
distribuciéon gamma discreta para modelar la heterogeneidad de tasas entre sitios (5 categorias; +G, parametro = 0,1000), considerando ademas una proporcion de sitios
invariantes (+l = 48,71%). El analisis incluyé 16 secuencias con un total de 3186 posiciones y fue realizado en el software MEGA11 (Tamura et al., 2021). Los nimeros

a la izquierda representan el tipo de secuencia. El color azul oscuro indica presencia (1) y gris claro ausencia (0). La escala del arbol filogenético representa la distancia
genética entre los aislamientos.
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Figura 7

Red de relaciones clonales entre tipos de secuencia inferida mediante andlisis MLST.

133

Cada nodo representa un tipo de secuencia y su tamafio es proporcional al nimero de aislamientos
pertenecientes a dicho ST. Las lineas conectan ST relacionados, y los nimeros sobre las conexiones
indican el nimero de diferencias alélicas entre ellos. La red de relaciones clonales se construyé mediante
el algoritmo goeBURST implementado en el software PHYLOViZ (Francisco et al., 2012).
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V.  DISCUSION
Genes de resistencia
Sistemas de eflujo asociados a resistencia multidroga

En los 16 aislados analizados, los genes mepA, mepR y ImrS estuvieron presentes de
manera simultanea. Su elevada frecuencia coincide con el caracter ampliamente
distribuido de algunos sistemas de eflujo en Staphylococcus aureus. Blanco et al. (2016)
sefialan que varias de estas bombas estan codificadas en el cromosoma y forman parte
de mecanismos intrinsecos de resistencia, lo que ayuda a explicar su presencia en la

mayoria de los aislados estudiados.

Ademaés de su participacion en la respuesta frente a antimicrobianos, los sistemas de
eflujo se han relacionado con la respuesta de S. aureus ante diferentes condiciones de
estrés y con procesos como la persistencia y la formacion de biopeliculas (Blanco et al.,
2016; Chetri, 2023; Huang et al., 2022; Sinha et al., 2024). En este estudio, la deteccién
de estos genes permite reconocerlos como parte del resistoma de los aislados, aunque
no permite determinar cuanto contribuye cada uno al fenotipo observado, ya que esto

depende también de su expresion y regulacion.

Por ello, la presencia simultanea de mepA, mepR y ImrS puede considerarse un
componente basal del repertorio de resistencia identificado en esta poblacion. Para
establecer su participacion especifica en la resistencia antimicrobiana serian necesarios

estudios de expresion y caracterizacion funcional.
Fluoroquinolonas

Los genes arlR, arlS y mgrA estuvieron presentes en los 16 aislados (100 %), mientras
que norA se detect6 en 13 (81,25 %). Esta distribuciébn muestra que los mecanismos de
regulacion y eflujo relacionados con NorA estuvieron ampliamente representados en la

poblacion estudiada. Frecuencias elevadas de norA, generalmente superiores al 70 %,
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también han sido descritas en aislados de S. aureus de origen hospitalario y comunitario
(Hamady et al., 2024; Mackieh et al., 2023).

La funcién de norA no depende Unicamente de su presencia, sino también de su
regulacion. Alkuraythi et al. (2023) sefialaron que las variaciones en su expresion y su
interaccion con reguladores como mgrA pueden modificar la respuesta de S. aureus
frente a determinados antimicrobianos. Asimismo, el eflujo mediado por NorA ha sido
relacionado con una menor susceptibilidad frente a fluoroquinolonas (Costa et al., 2011,
Kwak et al., 2013).

En los aislados analizados, estos resultados muestran que el sistema NorA y sus
reguladores forman parte importante del resistoma. Sin embargo, la secuenciacion no
permite establecer el nivel de expresion de estos genes ni atribuirles por si sola el
fenotipo de resistencia observado. Su contribucion debe valorarse junto con los demas

determinantes genéticos y los resultados de susceptibilidad.
Tetraciclinas

El gen tet(38) estuvo presente en los 16 aislados (100 %), mientras que tet(M), tet(K) y
tet(L) se detectaron en 1 (6,25 %), 3 (18,75 %) y 2 (12,50 %) aislados, respectivamente.
La diferencia entre estas frecuencias es marcada: tet(38) estuvo presente en toda la

poblacién, mientras que los otros determinantes se encontraron de manera puntual.

tet(38) esta asociado con un sistema de eflujo codificado en el cromosoma de S. aureus
y relacionado con la respuesta frente a tetraciclinas (Chetri, 2023). En cambio, tet(M),
tet(K) y tet(L) corresponden a mecanismos adquiridos que presentan una distribucién
mas variable entre las poblaciones de S. aureus. Algunos de estos genes han sido
asociados con elementos genéticos moviles, lo que puede favorecer su adquisicion y
dispersion (Chetri, 2023; Huang et al., 2022).

La presencia de mas de un determinante en algunos aislados muestra que estos
mecanismos pueden coexistir dentro de una misma poblacién bacteriana. En este caso,
la alta frecuencia de tet(38) parece corresponder a un componente ampliamente
distribuido del resistoma, mientras que los genes adquiridos estuvieron restringidos a
una menor proporcién de aislados. Para establecer la relacion de estos determinantes
con la resistencia fenotipica seria necesario complementar el analisis genémico con

pruebas de susceptibilidad y estudios de expresion.
B-lactamicos

Uno de los resultados mas relevantes fue la diferencia entre la resistencia fenotipica a

cefoxitina y la deteccién de mecA. Los 16 aislados fueron clasificados fenotipicamente
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como SARM, pero mecA solo estuvo presente en 12 (75 %). Los cuatro aislados

restantes (25 %) fueron resistentes a cefoxitina, pero no presentaron este gen.

Este resultado plantea la posibilidad de que en estos cuatro aislados intervengan
mecanismos distintos de mecA. Entre ellos se encuentra mecC, que no fue evaluado en
el presente estudio, asi como posibles modificaciones en proteinas de unién a penicilina
(PBP) u otros mecanismos de regulacion. Hess et al. (2023) describieron un caso de S.
aureus resistente a oxacilina en el que no se detectaron mecA ni mecC, mientras que,
Lade y Kim (2023) sefalaron que las alteraciones en PBP nativas y otros factores
pueden participar en la resistencia a B-lactamicos en cepas que carecen de los
marcadores clasicos. Por tanto, los resultados obtenidos no permiten determinar cual

de estos mecanismos estaria involucrado en los cuatro aislados negativos para mecA.

En los 12 aislados portadores de mecA, este gen estuvo acompafiado por una elevada
frecuencia de blaz, presente en 15 de los 16 aislados (93,75 %). La frecuencia de mecA
fue superior a la reportada por Bustamante et al. (2023) en aislados clinicos de S.
aureus de Cajamarca, donde se identificé en el 56,3 % de los aislados confirmados
como SARM. Las diferencias pueden estar relacionadas con el origen y las

caracteristicas de las poblaciones comparadas.

La elevada frecuencia de blaZ muestra, ademas, que los mecanismos mediados por (3-
lactamasas estuvieron ampliamente representados. La coexistencia de blaZ y mecA en
la mayoria de los aislados portadores de este Ultimo gen evidencia la presencia
simultdnea de mecanismos dirigidos contra diferentes B-lactamicos. En los cuatro
aislados resistentes a cefoxitina y negativos para mecA, seria necesario ampliar la
caracterizaciéon molecular para determinar qué mecanismos podrian explicar el fenotipo

observado.
Fosfomicina

El gen fosB estuvo presente en 7 de los 16 aislados (43,75 %), mientras que fosB1 se
detect6 de manera puntual. La frecuencia de fosB resulta relevante dentro del resistoma
estudiado, ya que este gen codifica una enzima capaz de modificar e inactivar la

fosfomicina mediante un mecanismo dependiente de tioles (Duijkeren et al., 2018).

El papel de fosB en la resistencia a fosfomicina también ha sido descrito en estudios
experimentales y epidemioldgicos. Aiezza et al. (2023) sefialaron que la expresion del
fosB cromosémico puede contribuir a la resistencia a fosfomicina en cepas de SARM.
Asimismo, Fu et al. (2016) y Hu et al. (2023) reportaron una presencia frecuente de fosB
en aislados clinicos de S. aureus y describieron su asociacién con elementos genéticos

moviles en determinadas poblaciones.
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En el presente estudio, la presencia de fosB en casi la mitad de los aislados indica que
este determinante no estuvo restringido a un caso aislado. El hallazgo puntual de fosB1
aflade otro elemento de interés para la vigilancia gendmica, aunque no permite
establecer su contexto genético ni su relacién con el fenotipo. Del mismo modo, la
presencia de fosB no confirma por si sola resistencia fenotipica a fosfomicina, por lo que

su interpretacion debe acompanarse de los resultados de susceptibilidad.
Aminoglucésidos

Se identificaron dos determinantes asociados con resistencia a aminoglucosidos:
ant(4')-1b, presente en 4 de los 16 aislados (25 %), y aac(6')-le-aph(2")-la, detectado en
3 (18,75 %). En comparacién con otros genes de resistencia encontrados en este

estudio, ambos presentaron una distribucién mas restringida.

Estos genes codifican enzimas modificadoras de aminoglucésidos (AME), uno de los
mecanismos conocidos de resistencia frente a esta clase de antimicrobianos. Estas
enzimas modifican quimicamente los antibiéticos y reducen su interaccion con el
ribosoma bacteriano. Brdova et al. (2024) y Zaghen et al. (2023) han descrito una
distribucion variable de estos determinantes en diferentes poblaciones de S. aureus, lo

gue coincide con la frecuencia observada en los aislados analizados.

Algunos genes que codifican AME pueden encontrarse asociados con elementos
genéticos moviles (Brdova et al., 2024; Zaghen et al., 2023). Sin embargo, en este
estudio no se evalu6 su contexto genético, por lo que no es posible establecer si los
determinantes identificados presentan caracteristicas que favorezcan su transferencia.
Su importancia en la resistencia fenotipica debera determinarse mediante la

comparacion con las pruebas de susceptibilidad correspondientes.
Macrolidos, lincosamidas y estreptograminas B (MLSB)

Los genes mphC y msrA estuvieron presentes en 10 de los 16 aislados (62,50 %),
mientras que ermC se detecté en 8 (50 %). Estas frecuencias muestran que los
determinantes relacionados con MLSB estuvieron presentes en una proporcion

importante de la poblacion, aunque no todos se distribuyeron con la misma frecuencia.

Los mecanismos asociados son diferentes: los genes erm participan en la metilacion del
sitio de accién ribosomal, msrA se relaciona con mecanismos de eflujo y mphC con la
inactivacion del antimicrobiano. La coexistencia de estos determinantes ha sido descrita
en aislados clinicos y hospitalarios de S. aureus (Alkuraythi et al., 2023; Brdova et al.,
2024; Silva et al., 2025).
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Guillén et al. (2024) reportaron ermC y msrA en clones ST5 y ST8 de Sudamérica,
ambos también identificados en el presente estudio. Garcia et al. (2012) encontraron
igualmente estos determinantes entre cepas hospitalarias de S. aureus en Per(. En
nuestros aislados, msrA y mphC presentaron la misma frecuencia (62,50 %), mientras
gue ermC estuvo presente en la mitad de los casos. Esta distribucidon muestra que
diferentes mecanismos de resistencia a MLSB pueden coexistir dentro de una misma

poblacion.

Ademas, algunos aislados acumularon determinantes correspondientes a MLSB junto
con genes asociados con resistencia a B-lactamicos y otras clases de antimicrobianos.
Este patrén contribuye a explicar la presencia de multiples mecanismos de resistencia
en parte de la poblacion estudiada, un fenbmeno descrito previamente en determinados
linajes de SARM (Hiramatsu et al., 2014).

Fenicodlicos

El gen cfrA estuvo presente en 3 de los 16 aislados (18,75 %), mientras que fexA se
detect6 en 1 (6,25 %). Ambos determinantes estuvieron, por tanto, restringidos a una
proporcion menor de la poblacién analizada.

cfrA codifica una metiltransferasa que modifica el sitio de accién de determinados
antimicrobianos, mientras que fexA se relaciona con un mecanismo de eflujo. Schouls
et al. (2022) identificaron genes cfr en aislados de SARM del clon CC398 de origen
humano y ganadero, algunos asociados con elementos plasmidicos. En esos aislados
también se observé la presencia de fexA, aunque con menor frecuencia. En nuestro

estudio, cfrA fue identificado en tres aislados y fexA Unicamente en uno.

La presencia de cfrA resulta de interés debido a que este determinante puede asociarse
con resistencia frente a diferentes grupos de antimicrobianos y ha sido descrito en
elementos genéticos moviles. Kim et al. (2024) también reportaron la coexistencia de cfr
y fexA en aislados de S. aureus. Sin embargo, en el presente estudio no se determiné
la ubicacion de estos genes dentro del genoma ni su asociacién con plasmidos o

transposones, por lo que no es posible establecer su potencial de transferencia.

El hallazgo de cfrA en tres aislados y de fexA en uno aporta informacién sobre la
diversidad del resistoma presente en la poblacién estudiada. Su importancia fenotipica,
al igual que la de otros determinantes identificados mediante secuenciacién, requiere

ser contrastada con las pruebas de susceptibilidad.
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Trimetoprim y sulfonamidas

Los genes relacionados con resistencia a trimetoprim presentaron una frecuencia baja.
dfrC y dfrG fueron identificados cada uno en 1 de los 16 aislados (6,25 %). Ambos
determinantes estuvieron, por tanto, representados de manera puntual en la poblacion

estudiada.

Los genes dfrC y dfrG codifican variantes de la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR)
con menor afinidad por el trimetoprim, permitiendo mantener la sintesis de &cido félico
en presencia del antimicrobiano(Brdovéa et al., 2024). Silva et al. (2025), a partir del
andlisis in silico de 44 069 genomas de S. aureus, encontraron que la distribucién de los
genes dfr varia segun el origen y el linaje bacteriano. Frente a estos antecedentes, la

frecuencia de dfrC y dfrG observada en nuestro estudio fue baja.

Algunos genes dfr también pueden encontrarse asociados con elementos genéticos
moéviles, como plasmidos y transposones (Brdova et al., 2024; Duijkeren et al., 2018).
En este trabajo no se evalu6 el contexto genético de dfrCy dfrG, por lo que no es posible
determinar si los genes identificados presentan este tipo de asociacién. Su deteccion,
aunque puntual, forma parte del repertorio de resistencia encontrado y debe

interpretarse junto con los resultados fenotipicos.
Glicopéptidos

El gen spd fue identificado en 1 de los 16 aislados (6,25 %), por lo que tuvo una
presencia puntual en la poblacién estudiada. A diferencia de vanA y vanB, spd no

corresponde a los determinantes clasicos de resistencia adquirida a glicopéptidos.

Su presencia se harelacionado con procesos involucrados en la respuesta de S. aureus
frente a la presion ejercida por estos antimicrobianos. Brdova et al. (2024) y Duijkeren
et al. (2018) describen la participacién de cambios en la pared celular y de mecanismos
regulatorios en la disminucion de la susceptibilidad frente a vancomicina. En los
fenotipos VISA, por ejemplo, se han observado modificaciones de la pared celular que
pueden afectar la accion del antibiético. Por esta razén, la deteccién de spd en uno de

los aislados no permite atribuirle por si sola un fenotipo VISA.

Silva et al. (2025), mediante el andlisis in silico de 44 069 genomas de S. aureus,
también reportaron una frecuencia baja de spd y de otros genes relacionados con la
respuesta a glicopéptidos. Otros estudios realizados en aislados hospitalarios han
mostrado frecuencias variables de estos determinantes (Hofstetter et al., 2024; Kim et

al., 2024). En nuestra poblacion, spd estuvo presente en el 6,25 % de los aislados.
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El hallazgo resulta util como parte de la caracterizacion del resistoma, pero para
establecer si existe alguna relacién con una menor susceptibilidad a vancomicina u otros
glicopéptidos serian necesarias pruebas fenotipicas especificas y una caracterizacion

molecular mas amplia.
Genes de virulencia
Formacion de biopelicula (operdn ica)

En los 16 aislados analizados, los genes icaA, icaB, icaC, icaD e icaR estuvieron
presentes en el 100 % de los casos. La presencia completa del operén ica en todos los
aislados muestra que los principales determinantes genéticos relacionados con la
sintesis del polisacéarido de adhesion intercelular estuvieron ampliamente conservados

en la poblacion estudiada.

Esta frecuencia se encuentra por encima de la descrita en varias poblaciones de S.
aureus. Un metaanalisis reciente reportd que la presencia del operén ica puede variar
aproximadamente entre 40 % y poco mas de 80 %, dependiendo del origen de los
aislados y de la metodologia empleada (Bamneshin et al., 2024). Banerjee et al. (2022),
por su parte, identificaron estos genes en el 85,7 % de aislados procedentes de heridas
cronicas. Asimismo, Silva-de-Jesus et al. (2025) incluyeron al operén ica entre los

determinantes de virulencia conservados en genomas de S. aureus.

La presencia de estos genes resulta relevante porque la formacion de biopelicula
favorece la adhesion y permanencia de la bacteria sobre distintas superficies. Alibegli et
al. (2025) encontraron una asociacion entre la presencia del operdn ica completo y una
mayor capacidad de formacion de biopelicula. En el contexto hospitalario, esta
caracteristica puede tener importancia para la persistencia de S. aureus, aunque la sola
identificacion de los genes no permite afirmar que los aislados hayan producido

biopelicula.

La expresion del operdn y la producciéon de PIA dependen, entre otros factores, de las
condiciones ambientales y de mecanismos de regulacion en los que participan sigB, agr
y sarA (Aboelnaga et al., 2024). Por ello, los resultados obtenidos evidencian un alto
potencial genético para la formacion de biopelicula, pero no permiten determinar su

expresion o capacidad funcional en los aislados analizados.
Toxinas hemoliticas

Los genes hld, hib, higA, higB y hilgC estuvieron presentes en los 16 aislados (100 %),
mientras que hla se identificé en 15 (93,75 %). Se trata, por tanto, de un grupo de

determinantes ampliamente distribuido en la poblacion estudiada.
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Las frecuencias encontradas son similares a las descritas por Sezzi et al. (2024),
quienes reportaron hld en 89,09 % y hlg en 87,27 % de sus aislados, mientras que hla
estuvo presente en 81,82 %. Lin et al. (2025) también observaron una relacién entre la
presencia de estos genes y la actividad hemolitica in vitro. En contraste, Hurtado Cantos
et al. (2021) encontraron hlb en solo el 25 % de aislados procedentes de un reservorio
no clinico, lo que muestra que la distribucion de estos determinantes puede variar segln

la poblacién estudiada.

Las hemolisinas participan en la alteracion de membranas celulares y pueden contribuir
al dafio tisular y a la disponibilidad de nutrientes durante la infeccién (Tam y Torres,
2019). En este estudio, su elevada frecuencia indica que los aislados portaban un
repertorio amplio de determinantes hemoliticos. Sin embargo, estos resultados
corresponden a la presencia de los genes y no permiten establecer si las toxinas fueron

expresadas ni cudl fue su actividad hemolitica.
Sortasa y captacion de hierro

Los genes srtB, isdA, isdB, isdC, isdD, isdE, isdF e isdG estuvieron presentes en los 16
aislados (100 %). La conservacion de este conjunto de genes fue, por tanto, completa

en la poblacién analizada.

El resultado coincide con estudios realizados en diferentes poblaciones de S. aureus.
Guillén et al. (2024) identificaron srtB en el 100 % de sus cepas y también encontraron
isdA e isdB de manera universal. Alkuraythi et al. (2023) reportaron frecuencias
superiores al 90 % para isdA—isdE, mientras que Avall et al. (2021) encontraron isdA—
isdG y srtB en el 100 % de los aislados estudiados. En un entorno hospitalario, Liu et al.
(2023) detectaron isdA—isdG en mas del 95 % de los aislados. Silva et al. (2025) también
identificaron isdA, isdB e isdC entre los determinantes de virulencia mas conservados

en genomas de S. aureus.

La elevada conservacion de estos genes esta relacionada con funciones basicas para
la interaccion de la bacteria con el hospedero. El sistema Isd participa en la captacién
de hierro a partir del hemo, mientras que SrtB interviene en el anclaje de proteinas de
superficie a la pared celular. En los aislados analizados, la presencia de todos estos
determinantes muestra que este repertorio se mantuvo conservado; sin embargo, la
secuenciacion no permite determinar por si sola el nivel de expresion ni la actividad

funcional del sistema.
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Proteasas y otras enzimas extracelulares

Los genes sspA, sspB, sspC, aur, hysA, gehy lip estuvieron presentes en los 16 aislados
(100 %). Esto muestra una conservacion amplia de los determinantes relacionados con

la produccion de proteasas y otras enzimas extracelulares.

El sistema ssp y la aureolisina participan en la degradacion de proteinas del hospedador
y pueden intervenir en la modulacién de componentes de la respuesta inmune (Shaw et
al., 2004). Zdzalik et al. (2012) reportaron frecuencias superiores al 95 % para estos
determinantes en aislados clinicos, mientras que Guillén et al. (2024) identificaron sspA
y sspB en el 100 % de sus cepas invasivas.

También hysA, geh y lip estuvieron presentes en todos los aislados. hysA participa en
la modificaciéon de componentes de la matriz extracelular, mientras que geh y lip
codifican lipasas relacionadas con el metabolismo de lipidos. Haddad et al. (2018)
encontraron una frecuencia menor de geh en aislados clinicos de SARM de hospitales
de Tunez, diferencia que puede estar relacionada con la composicién genética de las
poblaciones comparadas. Por su parte, Subramanian et al. (2023) sefalaron la
participacion de las lipasas de S. aureus en procesos relacionados con el ambiente

cutaneo.

La presencia de estos genes en todos los aislados indica que los determinantes
analizados estuvieron ampliamente conservados en la poblacién estudiada. Su
identificacion permite reconocer el potencial genético para estas funciones, pero no

demuestra por si sola la produccion o actividad de las enzimas.
Evasién inmune

En los 16 aislados analizados, shi fue identificado en los 16 aislados (100 %), spa en 15
aislados (93,75 %), mientras que chp y sak estuvieron presentes en 10 aislados (62,5
%) y scn en 11 aislados (68,75 %). En conjunto, estos resultados muestran una
distribucion variable de los determinantes genéticos relacionados con la evasion de la

respuesta inmune.

chp, scn y sak forman parte del Immune Evasion Cluster (IEC), generalmente asociado
con fagos 3, mientras que sbi y spa corresponden a otros determinantes implicados en
la interaccién de S. aureus con la respuesta inmune. Estos genes pueden interferir con
mecanismos como la quimiotaxis de neutrofilos, la activacién del complemento y la
opsonizacion (Alkuraythi et al., 2023; Chaguza et al., 2022; Silva et al., 2025).

Las frecuencias observadas fueron cercanas a las descritas en algunos estudios,

aunque chp, scn y sak presentaron valores menores que los reportados en
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determinadas poblaciones clinicas. Afzal et al. (2022) encontraron adsA, chp, scn, sbiy
spa en el 100 % o0 296 % de sus aislados, mientras que Zhang et al. (2025) reportaron
sak y scn en mas del 90 %. En nuestro estudio, shiy spa fueron los determinantes mas
frecuentes, mientras que los genes del IEC presentaron una distribucion menor y mas

variable.

Estos resultados muestran que los aislados analizados portaban un conjunto amplio de
genes relacionados con evasion inmune. Su presencia permite caracterizar el repertorio
genético de los aislados, aunque no determina por si sola el nivel de actividad de estos

mecanismos durante la colonizacion o infeccion.
Sistema de secrecion tipo VII (T7SS)

Los genes esaA, esaB, essA, essB y esxA estuvieron presentes en los 16 aislados (100
%), mientras que esaC, essC y esxB se identificaron en 9 aislados (56,25 %). Se observa
asi una diferencia clara entre los componentes mas conservados del sistema de

secrecion tipo VII (T7SS) y aquellos que presentaron una distribucion mas variable.

Warne et al. (2016) sefialaron que esxA, esaA, esaB, essA y essB se encuentran
ampliamente conservados en S. aureus, mientras que essC presenta mayor
variabilidad. En ese estudio, la variante essC1 fue identificada en aproximadamente el
58,8 % de los aislamientos, una frecuencia cercana al 56,25 % encontrada aqui.
Bowman y Palmer (2021) también describieron al T7SS como un sistema ampliamente
conservado en S. aureus, relacionado con la secrecion de proteinas efectoras y la

interaccion con el hospedero.

En los aislados analizados, esxA estuvo presente en todos los casos, mientras que esxB
se encontré en poco mas de la mitad. Una diferencia similar se observo entre los genes
esa y ess, ya que esaC y essC tuvieron frecuencias menores que los demas
componentes analizados. Estas variaciones son compatibles con la diversidad descrita

para algunos elementos del T7SS Tam y Torres (2019).

En consecuencia, los resultados muestran una conservacion elevada de los principales
componentes del T7SS y una distribuciébn mas variable de esaC, essC y esxB. La
presencia de estos genes indica que los determinantes del sistema forman parte del

repertorio de los aislados estudiados, pero no permite establecer su actividad funcional.
Adhesinas

Los genes clfA, clfB, fnbA y map estuvieron presentes en los 16 aislados (100 %). Esta
frecuencia muestra una conservacion completa de varios determinantes relacionados

con la adhesion de S. aureus en la poblacion estudiada.
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La presencia de clfA y clfB en todos los aislados coincide con la amplia distribucion
descrita para estos determinantes en S. aureus y con su participacion en la adhesién a
diferentes componentes de los tejidos del hospedador Foster (2019). De manera similar,
la presencia universal de fnbA en nuestros aislados contrasta con la frecuencia de 24 %
reportada por Alkuraythi et al. (2023), en una poblacién que incluyé muestras clinicas y
alimentarias. Estos autores también encontraron frecuencias menores para map (34 %)
y clfA (20 %), mientras que ebp, sdrE, sdrC y sdrD presentaron valores superiores al 80
%.

Haddad et al. (2018) también reportaron una asociacién entre fnbA y fnbB y una mayor
capacidad de formacién de biopelicula en cepas clinicas de SARM. En el presente
estudio, la presencia de clfA, clfB, fnbA y map en el 100 % de los aislados muestra que
estos determinantes estuvieron ampliamente representados, aunque esto no permite

establecer diferencias en la capacidad de adhesion entre las cepas.

Las diferencias respecto a Alkuraythi et al. (2023) pueden estar relacionadas con el
origen y la composicién clonal de las poblaciones comparadas. En nuestro caso, los
aislados procedieron de personal de salud asintomatico, mientras que dicho estudio
incluyé muestras de origen clinico y alimentario. Por ello, las frecuencias obtenidas

deben interpretarse considerando las caracteristicas particulares de cada poblacion.
Sintesis de capsula

Los genes asociados con el operén cap8 mostraron una amplia conservacion en los 16
aislados, aunque algunas regiones del locus presentaron una distribucion variable. Esto
indica que los principales determinantes relacionados con la sintesis de capsula
estuvieron representados en la poblacion estudiada, con diferencias en determinados

segmentos del operon.

Alkuraythi et al. (2023) ambién reportaron la presencia del operén cap en la totalidad de
los aislamientos analizados, tanto clinicos como alimentarios. La elevada conservacion
observada en ambos estudios sugiere que estos determinantes estdn ampliamente

distribuidos en S. aureus.

La variabilidad encontrada en algunas regiones de cap8 también ha sido descrita
previamente. Li et al. (2009) identificaron deleciones parciales en determinadas regiones
del locus capsular, mostrando que su estructura puede variar entre cepas. Por ello, las
diferencias observadas en nuestros aislados no implican necesariamente la pérdida

completa de los determinantes relacionados con la sintesis capsular.

Zhang et al. (2025) igualmente describieron una amplia conservacion del operén

capsular en cepas clinicas de S. aureus. En nuestro estudio, los resultados genémicos
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muestran una conservacion elevada del locus cap8, aunque la secuenciacién por si sola
no permite establecer si existe produccion de capsula ni determinar sus caracteristicas

fenotipicas.
Leucocidinas

El gen lukF-PV estuvo presente en 12 de los 16 aislados (75 %), mientras que lukS-PV
se identifico en 9 (56,25 %). Ademas, se encontraron otros genes relacionados con

leucocidinas, con frecuencias variables entre los aislados.

La distribucion PVL descrita en este estudio difiere de la encontrada en otras
poblaciones. Alkuraythi et al. (2023) reportaron PVL en el 18 % de aislamientos clinicos
y de carne minorista, mientras que Avall et al. (2021) no detectaron PVL en aislados
asociados a mastitis y encontraron de manera universal IukE y lukD. Liu et al. (2023)
también observaron diferencias entre linajes, con mayor frecuencia de PVL en ST22,
ST25, ST59 y ST398. Guillén et al. (2024), por su parte, identificaron estos
determinantes en determinados clones de SARM asociados con infecciones invasivas.

En nuestros aislados, lukF-PV presentd una frecuencia mayor que lukS-PV. Debido a
que ambos genes codifican los componentes F y S de la leucocidina de Panton-
Valentine y suelen encontrarse asociados, esta diferencia puede estar relacionada con
variaciones en las regiones gendémicas donde se localizan o con aspectos del
ensamblaje y la deteccién bioinforméatica. Por ello, la identificacion de uno de los

componentes no basta para demostrar la presencia de una PVL funcional.

Vandenesch et al. (2003) sefalaron la asociacién de PVL con determinados linajes de
S. aureus, especialmente en aislamientos relacionados con infecciones cutaneas y
neumonia. En el presente estudio, los resultados muestran la presencia de estos
determinantes en una proporciéon importante de los aislados, pero no permiten

establecer su expresion ni la produccion efectiva de la toxina.
Toxina del sindrome de shock téxico

El gen tsst-1 fue identificado en 4 de los 16 aislados (25 %). Aunque estuvo presente en
una proporcién menor que otros determinantes de virulencia, su deteccion resulta
relevante debido a que codifica una exotoxina con actividad de superantigeno asociada

con el sindrome de shock téxico por S. aureus.

La frecuencia encontrada fue superior a la descrita en algunos estudios. Avall et al.
(2021) reportaron tsst-1 en el 14,3 % de aislados del clon CC151 asociados con mastitis
bovina, mientras que Alkuraythi et al. (2023) encontraron una frecuencia de 10,2 % en

aislamientos de origen clinico humano y de carne. Liu et al. (2023) también describieron
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una distribucion limitada del gen entre sus genomas analizados, mientras que Guillén et

al. (2024) lo identificaron en determinados clones invasivos.

Las diferencias entre estos estudios deben interpretarse considerando tanto el origen
de los aislados como el tamafio y la composicion de las poblaciones comparadas. En
nuestro caso, se analizaron Unicamente 16 aislados, por lo que la presencia de uno o

dos casos puede modificar de manera importante la proporcién calculada.

Desde el punto de vista funcional, tsst-1 codifica una toxina capaz de inducir una
activacion intensa de linfocitos T y una liberacion amplia de citocinas. Sin embargo, el
25 % obtenido en este estudio corresponde a la presencia del gen y no a la proporcion
de aislados que necesariamente producen TSST-1. Para establecer esto ultimo serian

necesarias evaluaciones funcionales.
Coagulasas

El gen coa estuvo presente en 13 de los 16 aislados (81,25 %), mientras que vWbp se
identifico en 3 (18,75 %). La diferencia entre ambas frecuencias muestra que los
determinantes asociados con la coagulacion no tuvieron una distribucién uniforme en la

poblacion estudiada.

La frecuencia de coa se encuentra dentro de los valores descritos para diferentes
poblaciones de S. aureus. Liu et al. (2023) lo identificaron en casi todos los genomas
analizados, mientras que Afzal et al. (2022) reportaron su presencia en la totalidad de
los aislamientos clinicos. Avall et al. (2021) también encontraron una elevada frecuencia
en aislados de origen animal. En contraste, Guillén et al. (2024) reportaron una
frecuencia menor, mostrando que la distribucibn de este gen puede variar entre

poblaciones.

En el caso de vWhp, la frecuencia fue mucho menor: solo 3 aislados fueron positivos.
Este comportamiento también coincide con la variabilidad descrita en otros estudios, en
los que su presencia ha diferido segun el origen de los aislados y el linaje bacteriano
(Afzal et al., 2022; Avall et al., 2021; Guillén et al., 2024; Liu et al., 2023).

Tanto Coa como VvWbp participan en procesos relacionados con la coagulacion
mediante su interaccion con componentes del plasma. En los aislados estudiados, la
mayor frecuencia de coa frente a vWbp indica que el primero estuvo mucho maés
extendido en la poblacién. Como ocurre con otros determinantes identificados mediante
secuenciacioén, la presencia de estos genes no permite establecer por si sola la

expresion de las proteinas ni la actividad coagulasa.
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Tipificacion molecular (MLST)
Clones zoonoticos y presencia en poblacién humana

El linaje més frecuente en los aislados analizados fue ST398, con 5 de 16 aislados
(31,25 %). Este resultado llama la atencion porque ST398 fue descrito inicialmente en
reservorios animales, especialmente en ganado porcino en Europa (Smith et al., 2009;
Voss et al., 2005).

Posteriormente, también fue identificado en poblacién humana, tanto en trabajadores
agricolas como en pacientes hospitalarios sin contacto directo conocido con animales
(Price et al., 2012; Uhlemann et al., 2012). Estudios mas recientes realizados en Europa
y Asia contintan registrando este linaje en diferentes poblaciones humanas (Campafa
et al., 2025; Liu et al., 2023; Zeggay et al., 2023).

En nuestro estudio, ST398 fue el tipo de secuencia predominante entre los aislados de
personal de salud asintomatico. Su presencia podria estar relacionada con la capacidad
de este linaje para colonizar poblacion humana, aunque los resultados obtenidos no
permiten conocer si los aislados tuvieron un origen zoon6tico o si existio un proceso

reciente de adaptacion al huésped humano.

La frecuencia de ST398 también se diferencia de lo descrito en algunos estudios
realizados en hospitales peruanos, donde los aislamientos clinicos han mostrado una
mayor representacion de los complejos clonales CC5y CC8 (Garcia et al., 2023; Garcia
et al., 2012). Una posible explicacién esta en la poblacién estudiada: mientras en esos
trabajos se analizaron principalmente pacientes con infeccién, en el presente estudio se
trabajé con personal de salud asintomatico. Por esta razén, la distribucién observada
podria reflejar diferencias entre los linajes presentes en portadores y aquellos
recuperados de pacientes con enfermedad, aunque esta relacién no puede establecerse

directamente con los datos disponibles.
Linaje de distribucidon internacional

Entre los aislados también se encontraron ST22, ST5y ST8. ST22 estuvo presente en
2 aislados (12,5 %), mientras que ST5y ST8 correspondieron a 1 aislado cada uno (6,25
%). ST22 se encuentra asociado con el linaje EMRSA-15 y ha sido descrito ampliamente
en hospitales de Europa y Asia (Holden et al., 2013). ST5, por su parte, se relaciona con
el clon USA100, histéricamente vinculado con infecciones nosocomiales en Estados
Unidos (Klein et al., 2013). ST8 incluye al clon USA300, inicialmente reconocido por su
circulacién comunitaria y posteriormente identificado también en hospitales (Hofstetter
et al., 2024).
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La presencia de estos tipos de secuencia indica que en la poblacién estudiada
estuvieron representados linajes que han circulado en diferentes regiones y contextos
epidemioldgicos. En el caso de USA300, incluso se ha descrito el reemplazo de algunos
clones hospitalarios tradicionales, como USA100, en determinados contextos (Pardos
de La Gandara et al., 2016). En nuestro estudio, la identificacién de ST5, ST8 y ST22
permite reconocer su presencia entre los aislados de personal de salud, pero no
demuestra por si sola una coexistencia estable de linajes hospitalarios y comunitarios

dentro del hospital.

En América Latina también se ha descrito la circulacién de ST5 y ST8 (Aires et al.,
2001; Rodriguez y Seas, 2010). Para el Peru, los estudios realizados en aislamientos
clinicos han sefialado una importante presencia de CC5, particularmente del clon
Chilean-Cordobes portador de SCCmec |, mientras que CC8 ha sido identificado con
menor frecuencia (Garcia et al., 2023; Garcia et al., 2012). La identificacion de ST5 y
ST8 en los aislados estudiados coincide con estos antecedentes y muestra que ambos

linajes también estuvieron presentes en personal de salud.

En contraste con estos linajes, ST398 fue el tipo de secuencia mas frecuente en nuestra
poblacion, con 31,25 %. Esta diferencia frente a estudios basados en aislamientos
clinicos puede estar relacionada con las caracteristicas de la poblacion analizada. Al
tratarse de portadores asintomaticos y no de pacientes con infeccién invasiva, la

composicion clonal encontrada puede ser diferente.
Linaje asociado a circulacién comunitaria

ST72 estuvo presente en 3 de los 16 aislados (18,75 %) y fue el segundo tipo de
secuencia mas frecuente. Este linaje ha sido descrito principalmente en contextos de
SARM adquirido en la comunidad y, en determinados escenarios, ha mostrado una
circulacion importante frente a otros linajes hospitalarios. En Corea, Choi et al. (2021)
describieron el predominio de ST72 y su reemplazo de algunos linajes hospitalarios
previamente establecidos. Estos antecedentes permiten ubicar a ST72 dentro de los
linajes que han tenido una participacion importante en la circulacién comunitaria, aunque

Su presencia en nuestros aislados no permite determinar su origen.

En el Perd, los reportes de SARM adquirido en la comunidad han sido menos frecuentes
y se han relacionado principalmente con ST30 y variantes de ST8, tanto en estudios de
colonizacion como en infecciones en poblacion local y en individuos retornados del
extranjero (Neyra et al., 2015). En este contexto, encontrar ST72 en personal de salud
asintomatico amplia la diversidad clonal observada en la poblacion estudiada. También

muestra la utilidad de considerar a los portadores asintomaticos dentro de la vigilancia
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gendmica, ya que algunos linajes pueden estar representados de manera diferente a lo

observado en estudios centrados exclusivamente en pacientes con infeccién.
Linajes minoritarios

ST6, ST50y ST133 estuvieron representados por un aislado cada uno (6,25 %). Aunque
su frecuencia fue baja, su identificacién contribuy6 a la diversidad clonal observada en
el grupo estudiado. Diferentes trabajos han descrito la presencia de estos y otros linajes
minoritarios, algunos de ellos con genes relacionados con resistencia y virulencia y
asociados con infecciones en determinados contextos (Dai et al., 2024; Kim et al., 2024;
Liu et al., 2023; Salgueiro et al., 2020).

ST50 y ST133, en particular, han sido reportados en reservorios humanos y animales
(Liu et al., 2023; Silva et al., 2022). En nuestro estudio, ambos estuvieron presentes en
personal de salud asintomatico, al igual que ST6. Debido a que cada tipo de secuencia
estuvo representado por un solo aislado, no es posible determinar si estos linajes
presentan caracteristicas epidemiol6gicas diferentes de los mas frecuentes.

Aunque fueron poco frecuentes, estos tipos de secuencia aportan informacién sobre la
composicion de la poblacion estudiada. Su identificacion también pone de manifiesto
que concentrar la vigilancia tnicamente en los linajes predominantes podria dejar fuera

parte de la diversidad presente entre los portadores.
ST 6362: un linaje con pocos registros

ST6362 fue identificado en 1 de los 16 aislados (6,25 %). De acuerdo con la consulta
realizada en la base de datos BV-BRC (MLST database) en octubre de 2025, este tipo
de secuencia presenté pocos registros en comparacion con otros linajes. Entre los

aislamientos peruanos registrados entre 2006 y 2013 predominaba ST5.

La identificacion de ST6362 resulta de interés porque no estuvo representado entre los
registros histdéricos peruanos consultados. Aun asi, este hallazgo no permite determinar
si se trata de un linaje introducido recientemente, si ya circulaba y no habia sido
detectado o si su baja representacion se debe a la cantidad limitada de registros
disponibles. Su deteccion en un aislado de personal de salud asintomatico constituye
un registro adicional de la diversidad clonal de SARM en Ayacucho y refuerza la utilidad

de incorporar poblaciones de portadores en los estudios de vigilancia genémica.
Integraciéon epidemiolégica

En los 16 aislados se identificaron nueve tipos de secuencia: ST398, ST72, ST22, ST8,
ST5, ST6, ST50, ST133 y ST6362. ST398 fue el més frecuente, con 5 aislados (31,25
%), seguido de ST72 con 3 (18,75 %) y ST22 con 2 (12,5 %). Los otros seis tipos de
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secuencia estuvieron representados por un aislado cada uno (6,25 %). Por tanto, los
aislados obtenidos del personal de salud no estuvieron concentrados en un unico linaje,

sino distribuidos entre diferentes tipos de secuencia.

Esta composicion difiere de la descrita en algunos estudios realizados en hospitales
peruanos, donde se ha encontrado una mayor representacion de linajes pertenecientes
a CC5 y CC8 en aislamientos clinicos (Garcia et al., 2012, 2023). La diferencia puede
relacionarse con el tipo de poblacién analizada. En este trabajo se estudiaron aislados
de personal de salud asintomatico, mientras que los estudios comparados se basaron
principalmente en pacientes con infeccion. Por ello, la distribucién de linajes observada
en portadores no necesariamente coincide con la encontrada en aislamientos asociados

a enfermedad.

La presencia de ST398, ST72, ST22, ST5 y ST8 muestra, ademas, que entre los
aislados estudiados estuvieron representados linajes descritos en distintos contextos
epidemioldgicos y regiones geogréaficas. A estos se sumaron ST6, ST50, ST133 y
ST6362, cada uno con una frecuencia de 6,25 %. Esta variedad indica que la poblacion
estudiada presentdé una composicion clonal heterogénea, incluso tratdndose de un

grupo reducido de aislados.

El andlisis filogenético mostré también una distribucién variable de los genes de
resistencia y virulencia entre los tipos de secuencia, sin un agrupamiento claro de estos
determinantes segun el linaje. Algunos genes estuvieron presentes en aislados
pertenecientes a diferentes ST, lo que evidencia que su distribucién no sigui6é un patrén
estrictamente ligado a la tipificacion molecular. Con los resultados obtenidos no es
posible determinar el mecanismo responsable de esta distribucidon ni atribuirla

directamente a transferencia horizontal de genes.

Los resultados muestran, en términos generales, una poblacibn de SARM
genéticamente diversa entre los aislados de personal de salud estudiados. ST398 fue
el linaje mas frecuente, pero también se encontraron otros tipos de secuencia en
proporciones menores. La comparacion con estudios realizados en pacientes con
infeccion sugiere que la composicion clonal puede variar segun la poblacién analizada.
Por ello, incluir portadores asintométicos en la vigilancia gendémica puede aportar
informacion complementaria sobre los linajes de SARM presentes en el ambito

hospitalario.
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VI. CONCLUSIONES

1. La caracterizacion genémica de los 16 aislados de SARM obtenidos del personal de
salud del Hospital de Apoyo JesUs Nazareno permitié identificar una poblacion
diversa, tanto por los tipos de secuencia encontrados como por los determinantes
genéticos de resistencia y virulencia presentes en los aislados.

2. Los aislados presentaron un amplio repertorio de genes asociados con resistencia
antimicrobiana. Entre los mas frecuentes se encontraron mepA, mepR, ImrS, arlR,
arlS, mgrA y tet(38), presentes en los 16 aislados, ademas de blaZ en 15y mecA en
12. También se identificaron determinantes relacionados con resistencia a
trimetoprim y sulfonamidas, macrélidos, lincosamidas, estreptograminas B,
fosfomicina, aminoglucésidos y fenicoles.

3. En los 16 aislados se identificaron genes relacionados con diferentes mecanismos
de virulencia, entre ellos los asociados con formacién de biopelicula, hemdlisis,
captacion de hierro, adhesion, evasion inmune, secrecion y sintesis de capsula. La
mayoria de estos determinantes present6 una distribucién amplia entre los aislados,
mientras que otros, como lukF-PV, lukS-PV vy tst, estuvieron presentes en una
proporciéon menor.

4. Latipificacion mediante MLST mostro nueve tipos de secuencia entre los 16 aislados.
ST398 fue el mas frecuente, con 5 aislados (31,25 %), seguido de ST72 con 3 (18,75
%) y ST22 con 2 (12,5 %). ST5, ST8, ST6, ST50, ST133 y ST6362 estuvieron
representados por un aislado cada uno (6,25 %), mostrando una composicién clonal

diversa en la poblacién estudiada.
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Vil.  RECOMENDACIONES

. En futuros estudios, trabajar con un mayor niumero de aislados e incluir muestras de
personal de salud, pacientes y ambiente hospitalario para comparar la circulacion de
SARM.

. Realizar investigaciones en otros hospitales y regiones del Perl para conocer si los
linajes y perfiles de resistencia y virulencia encontrados también estan presentes en
otras poblaciones.

. Cuando sea posible, complementar la secuenciacién de lecturas largas con lecturas
cortas para obtener una mejor caracterizacién del genoma, los plasmidos y otros
elementos asociados con resistencia antimicrobiana.

. Considerando la diversidad de tipos de secuencia encontrada, seria pertinente
continuar con la vigilancia genémica de SARM en el &mbito hospitalario, incluyendo
el seguimiento de aislados procedentes de portadores asintomaticos.

. Complementar los estudios gendémicos con analisis funcionales que permitan
determinar si los genes de resistencia y virulencia identificados se expresan y
presentan actividad.

. Fortalecer la vigilancia epidemiolégica bajo el enfoque One Health, incorporando
muestras humanas, animales y ambientales para comprender la posible circulacion

de linajes con potencial zoondtico, como ST398 y ST133.
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IX. LISTA DE ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

AMESs: Enzimas modificadoras de antibioticos
AMR: Resistencia antimicrobiana

ARN: Acido ribonucleico

ARNr: ARN ribosomal

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

bp: Pares de bases

CARD: Comprehensive Antibiotic Resistance Database
CC: Complejo clonal

ccr: Cassette chromosome recombinase

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute
DNasa: Desoxirribonucleasa

G+C: Guanina mas citosina

hVISA: Staphylococcus aureus con susceptibilidad intermedia heterogénea a
vancomicina

IEC: complejo de evasion inmune (Immune Evasion Cluster)

iTOL: Interactive Tree Of Life

kb: Kilobases

MLSB: Resistencia a macrolidos, lincosamidas y estreptograminas B
MLST: Tipificacién por secuencias multilocus

NCBI: National Center for Biotechnology Information

ONT: Oxford Nanopore Technologies

PBP2a: Penicillin Binding Protein 2a (Penicillin-Binding Protein 2a)
PCR: Reaccidén en cadena de la polimerasa

PIA: Polisacérido intercelular de adhesion (Polysaccharide Intercellular Adhesin)
PubMLST: Public databases for Multilocus Sequence Typing

PVL: Leucocidina de Panton-Valentine

SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina

SASM: Staphylococcus aureus sensible a meticilina

SCCmec: Staphylococcal Cassette Chromosome mec

ST: Tipo de secuencia (Sequence Type)

T7SS: Sistema de secrecion tipo VII (Type VII Secretion System)
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TSA: Agar tripticasa de soya
TSB: Caldo tripticasa de soya
VFDB: Virulence Factor Database

VISA: Staphylococcus aureus con susceptibilidad intermedia a vancomicina
(Vancomycin-Intermediate Staphylococcus aureus)

WGS: Secuenciacion del genoma completo (Whole Genome Sequencing)
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Anexo 1. Autorizacién para el uso de cepas de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA
LABORATORIO DE INMUNOLOGIA Y MICROBIOLOGIA CLINICA

AUTORIZACION PARA USO DE CEPAS DE Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina EN INVESTIGACION DE TESIS.

Por la presente, yo Nilda Aurea Apayco Espinoza identificade con DNI 28283724 de
profesidn Bidlogo, en calidad de asesora de tesis de la Escuela Profesional de Biclogfa de
la Universidad Nacional de San Cristdbal de Huamanga,

HAGO CONSTAR QUE:

Las 20 cepas de Staphylococeus anrens resistentes a meticilina que serén utilizadas en la
tesis titulada: “Caracterizacion gendmica de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina aislados del personal de salud del Hospital de Apoyo Jesiis Nazareno -
Ayacucho, 2024", desarrollada por el tesista Sayda Luz Cancho Pacotaype con DNI
70139745; fueron aisladas e identificadas previamente durante el desarrollo de un trabajo
de investigacidn anterior realizado en el Laboratorio de Inmunologia v Microbiologia
Clinica en la cual participé como asesora. Estas cepas se encuentran actualmente
conservadas bajo condiciones adecuadas en dicho laboratoric.

En consecuencia, antorizo el uso de estas cepas para fines exclusivamente académicos
¥ cientificos en ¢l marco del desarrollo de [a presente tesis, que estd bajo mi asesoria.
Cabe precisar que no se estd realizando toma de nuevas muestras ni contacto con
personas, limitindose el trabajo a la continuacién del analisis molecular de cepas
previamente obtenidas.

Se expide la presente autorizacion para los fines que el interesado estime conveniente.

Ayacucho, 12 de junio de 2025

Nombres y apellidos: Nilda Aurea Apayco Espinoza

Institucién a la que pertencce:Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga
Cargoe en la institucidn: Docente auxiliar nombrada a tiempo completo

Correo electronico institucional:nilda. apayeofunsch.edu.pe

Teléfono: 966014466 '
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Anexo 2. Constancia de aprobacion del Comité de Etica de Investigacion

VICERRECTORADO DE INVESTIGACION
UN SCI1 COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION

CONSTANCIA N° 002-2025/CEI-VRI-UNSCH - AYACUCHO

La Presidenta del Comité de Etica en Investigacion del Vicerrectorado de Investigacion
de la Universidad Nacional de San Cristdbal de Huamanga.

HACE CONSTAR

Qué, el proyecto de tesis ha sido EXONERADO por el pleno de miembros del Comité
de Etica en Investigacion del Vicerrectora de Investigacion (CEI-VRI-UNSCH) -
Ayacucho.

Titulo del proyecto : Caracterizacion genomica de Staphylococcus aureus
resistente a melicilina aislados del personal de salud
def Hospital de Apoyo Jests Nazareno-Ayacucho, 2024

Facultad : Ciencias Biol6gicas

Unidad de investigacion : Unidad de Investigacion e innovacién de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas

Area de investigacién : Ciencias Médicas y de la Salud

Linea de investigacién : Microbiologia y Parasitologia Médica

Cddigo de inscripeién : 007/CElI UNSCH - Ayacucho

Investigador principal : Cancho Pacotaype, Sayda Luz (Tesista)

La EXONERACION, considera el cumplimiento de los estdndares éticos nacionales e
internacionales a los cuales se acoge la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga, incluyendo los lineamientos cientificos y éticos, el balance riesgo-beneficio,
la calificacion del equipo investigador y las caracteristicas de confidencialidad y reserva
de los datos obtenidos, entre otros aspectos.

Por lo tanto, el Comité de Etica en Investigacion de la Universidad Nacional de San
Cristdbal de Huamanga otorga su exoneracion para la ejecucion del proyecto de tesis,
reconociendo el cumplimiento de las normativas éticas pertinentes en el desarrollo de
esta investigacion.

Ayacucho, 12 de junio de 2025

WRIVERSHCAL HACICHAL K B4k
CRZTABAL BC HUAMANEE
kia; COMITE DF ml:-'l- N RVERTIRLL K

et

Dra. Angélica Ramirez Espinoza
PR S DENTA CF |- UREH
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Anexo 3. Reactivacion de cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Descripcion del procedimiento: A) Atemperacion de las cepas; B) Preparacion y esterilizacion del material
de trabajo; C) Cultivo de reactivacién en caldo TSB a 37 °C durante 24 horas; D) Evidencia de crecimiento
bacteriano posterior a la reactivacion; E) Siembra en agar manitol salado; F) Incubacién a 37 °C durante 24
horas; G) Obtencion de colonias puras de S. aureus.
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Anexo 4. Determinacion de resistencia a meticilina en Staphylococcus aureus mediante

la prueba de difusion en disco con cefoxitina

Descripcion del procedimiento: A) Preparacion de materiales y medios de cultivo; B) Siembra bacteriana en
agar Mueller-Hinton; C) Estandarizacion del in6culo segun el estandar 0,5 de McFarland; D) Colocacion del
disco de cefoxitina; E) Incubacion a 35-37 °C durante 18-24 horas; F) Observacion del crecimiento
bacteriano; G) Medicién del diametro del halo de inhibicién para la interpretacién de la resistencia.
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Anexo 5. Conservacion a corto plazo de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a

meticilina

Descripcion del procedimiento: A) Limpieza y acondicionamiento de viales reutilizables; B) Esterilizacién del
material; C) Obtencion de viales estériles; D) Preparacion de viales con agar TSA suplementado con 5 %
de cloruro de sodio; E) Atemperacién de cepas previamente aisladas; F) Siembra por estria en la superficie
del agar solidificado e incubacion a 37 °C durante 24 horas; G) Verificacion del crecimiento bacteriano; H)
Almacenamiento de los viales a 4 °C para mantener la viabilidad de las cepas durante un periodo
aproximado de 15 dias antes de su repique.
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Anexo 6. Extraccién de ADN gendmico de Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Descripcion del procedimiento: A) Preparacion de una suspension bacteriana ajustada a 3,0 unidades
McFarland; B) Utilizacion del kit de extraccion de ADN gendmico (GRISP); C) Adicion secuencial de los
reactivos segun las instrucciones del fabricante; D) Lisis y homogeneizacién celular; E) Incubacién con
proteinasa K; F) Incubacion hasta la obtencion de un lisado celular claro; G) Centrifugacion para la
separacion del ADN; H) Recuperacion y almacenamiento del ADN gendmico purificado a —20 °C.
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Anexo 7. Control de calidad del ADN gendmico mediante espectrofotometria

Descripcion el  procedimiento:  A)
Espectrofotémetro/fluorometro DeNovix DS-11; B) medicion de 1 pL de ADN gendmico; C) Determinacion
de la concentracion (ng/uL) y de los indices de pureza A260/A280 y A260/A230 para evaluar la calidad del

ADN extraido.
Anexo 8. Evaluacion de la integridad del ADN genémico mediante electroforesis en gel

de agarosa

M 3N 11N 12N 14N 17NA17NT33NB34NA35NB 2D N 10N 38NA 14Y

Descripcion del proceso: A) Preparacién del gel de agarosa en tampon TBE; B) Solidificacion del gel con
formacion de carriles; C) Carga de muestras de ADN genomico; D) Electroforesis en gel de agarosa, donde
el carril 1 corresponde al marcador de peso molecular (M), los carriles 2-11 y 13-15 a muestras de
Staphylococcus aureus, y el carril 12 al control negativo. Se observaron bandas definidas de alto peso

molecular sin evidencia de degradacion o smearing.
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Anexo 9. Secuenciacidén del genoma de Staphylococcus aureus resistente a meticilina

mediante tecnologia Oxford Nanopore (MinlON)

Descripcion del procedimiento: A) Preparacion de reactivos para la construccion de bibliotecas; B) Adicion
de cédigos de barras (barcodes) para la multiplexacién de muestras; C) Purificacion de la biblioteca
mediante perlas magnéticas AMPure XP; D) Incubacion en termobloque segun el protocolo del fabricante;
E) Cuantificacién de la biblioteca; F) Preparacién del dispositivo de secuenciacién MinlON (Oxford
Nanopore); G) Cebado de la celda de flujo mediante la mezcla de priming; H) Carga final de la biblioteca en
la celda de flujo para el inicio de la secuenciacion.
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Anexo 10. Monitoreo y verificacién del inicio de la corrida de secuenciacién en MinlON

SANET

Mi dispositivo
inicio N° de aciertos por cédigo
i Panel general de secuenciacion
~  Experimentos

B Mensajes del sistoma

Configuracién del

©  arvidor

(5) experimentos

Experimentos activos en los Gitimos 7
=] SARM2_17022025 BC_Max3 #3

SARM2_17022025

Lecturas 109.66  Estimadas / bases 320.09Mb / Experimentos 1  Total de experimentos de 1 e
k identificadas 14215 Mb activos secuenciacion

Resumen del

Ejecutar los mandos

. M | iniciar el recuento de poros (" Exportar el informe de los experimentos =

tra —  Estado  Poros disponibles Tiempo dp ejocucidn - | Estado delaejecucion ~  Lecturas —  Basos ostimadas —  Bases identificadas —  Porcentaje de bss y

290 S 114 b Adtve 109.68 k 329,09 Mb 142,15 Mb 48%

Descripcion del procedimiento: A) Dispositivo MinlON durante la ejecucién de la corrida de secuenciacion;
B) interfaz del software MinKNOW mostrando el nimero de poros disponibles; C) visualizacion de la
distribucién de lecturas por cédigos de barras durante la demultiplexacién; D) pantalla de MinKNOW en
estado activo confirmando el inicio exitoso de la corrida de secuenciacion del genoma completo.
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Anexo 11. Flujo bioinformatico para el procesamiento de las secuencias de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina

Atributos
A

\UREUS PULIDO

Version

26: Sep 5th 2025, 7 steps E

Short Description

This short description will be visible
when this workflow is viewed and should
be limited to a sentence or two.

License

*Do not specify a license." -

Creator

Add a new creator - either a person or an
organization.
Digital Object Identifier (DOI)
Add a new DOI
Tags

Add Tags @
Apply tags to make it easy to search for
and find items with the same tag.
Readme
Show Readme

A Adatailad Adacrrintinn af what tha

>

S. AUREUS PULIDO (unsaved changes)

O Inputreads

@ consensus (fasta)

assembly_graph

- (graph_dot)

@ assembly_gfa (gfa)

assembly_info

v RO}
. (tabular)

ZCIE]

) Input FASTA/FASTQ *

outfile (fasta,
@ fastgzanger, fastagz,
fastqsanger.gz)

Lle)e)els

files
@outputhtmi(htmt)  ©
@nanostats (tabular)  ©

nanostats_post_filterin ©
@9
(tabular)

= 69% +

Select basecalls

Select assembly

© out_consensus (fasta)

|

@ out_probs (h3) ©

|
@ out_calls (bam) ©

D x >

/ 5:Bandage
Image

) Graphical Fragment
Assembly

@ outfile (pg, pog, sva)  ©

Contigs/scaffolds file

1

| 8 ®report.html (htmil)

F 7: staramr D x
genomes

€ Complex mutations file
O @ blasthits (input)

@ mist (tabular)

@ summary (tabular)

detaied_summary

Be
8 (tabular)

@ resfinder (tabular)

plasmidfinder

O 0uabul.u)

©

>

—0—0—0—0—0—C——

Descripcion del procedimiento: A) Flujo de trabajo (workflow) completo implementado en la plataforma Galaxy para el procesamiento y analisis de las secuencias obtenidas
mediante secuenciacion de genoma completo.
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Anexo 12. Matriz binaria de genes de resistencia en cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina

GEN 3N |34NA | 16Y [ 14N | 12N | 17NA | 35NB | 1IN | 38NA | 2D | 32NA | 2INA | 33NB | 17NT | 10N | 14Y | SUMA %
mepA 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 16 100.00
mepR 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 16 100.00
ImrS 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 16 100.00
norA 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 13 81.25
arlR 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 16 100.00
arls 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 16 100.00
mgrA 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 16 100.00
tet(38) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 16 100.00
tet(M) 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 6.25
tet(K) 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 3 18.75
tet(L) 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 2 12.50
blaz 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 15 93.75
mecA 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 12 75.00
fosB 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 7 43.75
fosB1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 6.25
ant(4")-Ib 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 4 25.00
aac(6))-le-aph(2”)-la| 0O 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 3 18.75
ermC 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 0 8 50.00
ermA 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 6.25
ermT 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 6.25
mphC 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 10 62.50
msrA 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 10 62.50
cfrA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 3 18.75
fexA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 6.25
dfrC 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 6.25
dfrG 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 6.25
spd 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 6.25

1= presencia del gen; 0 = ausencia del gen.
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Anexo 13. Matriz binaria de genes de virulencia en cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
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25.00
25.00
25.00
81.25
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1
1
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presencia del gen; 0 = ausencia del gen.
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Anexo 14. Proporcidén de cepas que presentan al menos un determinante genético de

resistencia segun clase de antimicrobianos

Glicopéptidos I 6.25%
Trimetoprim y sulfonamidas ﬁ 12.50%
Fenicolicos l 18.75%
Aminoglucésidos — 25.00%
Fosfomicina — 50.00%
Macroélidos, Iincosan(wlindfé% estreptograminas B _ 62.50%
plactamicos (Y :00.00%
Tetraciclinas _ 100.00%
Fluoroquinilonas _ 100.00%
Sistemas de eflujo asociados a resistencia multidroga A 00.00%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Los porcentajes fueron calculados en funcion del total de cepas analizadas (n = 16). Se consideré positiva
la presencia de al menos un gen de resistencia perteneciente a la clase correspondiente, identificado
mediante analisis genomico.

Anexo 15. Proporcién de cepas que presentan al menos un determinante genético de

virulencia segun el grupo funcional

Superantigenos T 25.00%
Toxinas leucocidinas _ 75.00%

Coagulasas (N 93.75%
captacion de hierro NG  100.00%
Sintesis de capsula N 100.00%

Adhesinas (NG 100.00%

Sistema de secrecion VII — 100.00%
Evasién inmune — 100.00%
Proteasas y enzimas A 100.00%
sortasa (N 100.00%

Toxinas hemoliticas — 100.00%
Formacion de biopelicula NI 100.00%

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Los porcentajes se calcularon respecto al total de cepas incluidas en el andlisis (n = 16). Para cada grupo
funcional, se considerd positiva la presencia de al menos un gen asociado a virulencia identificado mediante
secuenciacion de genoma completo.
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Anexo 16. Diversidad genética de las cepas analizadas segun los tipos de secuencia
identificados mediante MLST

steze2 [ Je2s%

stizz T ) eas

ST50 —IG.ZS%

sts T eosw

st T Jesn

st6 T Jesw

stz (Y 12.50%

st72 N 15.75%
e K¥wn

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35%

La distribucion se calcul6 respecto al total de cepas analizadas (n = 16). Los tipos de secuencia fueron
asignados mediante el esquema MLST a partir de los datos de secuenciacién de genoma completo.

Anexo 17. PCR in silico de los cebadores del esquema MLST

o PR = o X
File Edit View Enzymes Features Primers Actions Window Help

Selected: 2 pnmers (43,416 .. 48,551 = 536 bp) 295,550 bp m[_mpaw—J
- o % ER) £n £ £a 7 & ) oo iig iz T Untiled 2.672 -

2]

48360

Polmerase:
(Cretes 3 0r G Overtoras el

mc

T0GTOTTOTATTAATAACGATATCOAATTCAGCTAAATACTTTTCAGCATCTOCCAATGAAATTTOATTTATATTT

CCACAACATAATTAT TAAGTCGATTTAT TACTTTAAACT)

AAATTCEAAGATTCAAAACGAGECAACGTTCTATTCOCAACAGTTARTTTGEGETTTACAAATTTTGCTAATTCATAAGCAATACCTTTACTTGCACCACETGCTCCCAAAATTAAAATGTATGCATTTT

8,620
TTTAAGOTTCTAAGTTTTGCTCOGTTACAAGATAABCOTTOTCAATTAAACCCOAAATAT TTAAAACGAT TAAGTATTCAT TATAGAAAT GAACGTGBTGBACGAGOGTTTTAATTTTACATACOTAAAA

CTARATCTGGATAAACGCTOTGLAATCCTTTTACATAACCAATACCATCTOTATTATACCCTATCCACTTOCCATCTTTTATCAAAACAGTATTAACTGCACCTOCATTAATCOCTTOTTCATCAACATS

875
GATTTAGACCTATTTOCOACACOTTAGGAAAATOTATTGOTTAT TTTTOTCATAATTGACOTOOACGTAATTAGCOAACAAGTAGTTOTAC

ATCTAAATACGGTATGATACGCTCTTTATGAGGAATTGTGATATTARAGCCATCTAATTCTTTTTTTGAAATAATTTCTTTAATTAAATGAAAATCTTCAATTGGAATATTTAAAGCTTCATAACTATCA

TAGATTTATGCCATACTATGCBAGAAATACTCCTTAACACTATAATTTCGETAGATTAAGAAAARAACTTTATTAAAGAAATTAATTTACTTTTAGAAGTTAACCTTATAAATTTCGAAGTATTGATAGT

TCTAATECCAAAGAATTAAAATTTACTCTATGCATAACGGGCOACAAGGAATGTGAAATAGGATTTCCGAT

45,010
AGATTAGGGTTTCTTAATTTTAAACGAGATACETATTOCCCOCTBTTCCTTACACTTTATCCTAAAGRCTA
GeTA

I ] l ] I i i i ' l ! b e %
Uniaue 6+ Cuters Kl >
¥sp__ sequenee e — |
Frimer 1: =] (tbiding ste) / T.. = 43°C

5'/ATCGGAAATCCTATTTCACATTC g

I~ 5 phosphorylatec Reversa Complament
Frimer 2: =] (1 binding se) / T = 52°C
Froduct Kame:

(57 GOTOTTGTATTAATAACGATATE a5 AR
2N SARM.dch
I 5 Phasphonyiatec Reveees Complorpent [ ] e |

Roady for PCR
Product: 537 bp

El andlisis de PCR in silico se realizé alineando los cebadores del esquema MLST contra el genoma
ensamblado de un aislamiento de Staphylococcus aureus utilizando SnapGene v4.3.11. La figura muestra
un ejemplo representativo correspondiente al gen aroE (~537 pb). La identidad del 100 % confirma que la
regién diana esta conservada en la secuencia analizada y valida la especificidad de los cebadores utilizados
para la recuperacion de los loci del esquema MLST.
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Anexo 18. Modelo matematico

Model Parameters BIC AlCc InL (* (+G) R fA) fT) flC) RG) AHAT) r(AC) r(AG) r(TA) r{TC) r(TG) r(CA) r(CT) r(CG) r(GA) r(GT) r(GC)
HKY+G+ 35 10462.751 10153.432 -5041.691 049 0.05 2.64 0.344 0.292 0.149 0.215 0.039 0.020 0.158 0.046 0.110 0.029 0.046 0.214 0.029 0253 0.039 0.020
TN93+G+l 36 10472.015 10153.860 -5040.904 0.49 0.05 261 0.344 0.292 0.149 0.215 0.038 0.020 0.1356 0.045 0.130 0.028 0.045 0.254 0.028 0218 0.038 0.020
HKY+G 34 10480.342 10179.859 -5055.906 n/a 0.05 2.58 0.344 0.292 0.149 0.215 0.039 0.020 0.157 0.046 0.109 0.029 0.046 0.213 0.029 0251 0.039 0.020
TN93+G 35 10489.121 10179.802 -5054.876 n/a 0.05 2.55 0.344 0.292 0.149 0.215 0.039 0.020 0.132 0.046 0.132 0.029 0.046 0.257 0.029 0212 0.039 0.020
T92+G+l 33 10493.507 10201.860 -5067.908 0.49 0.05 262 0.318 0.318 0.182 0.182 0.042 0.024 0.135 0.042 0.135 0.024 0.042 0.235 0.024 0235 0.042 0.024
GTR+G+l 39 10497 617 10152.953 -5037.446 0.49 0.05 2.31 0.344 0.292 0.149 0.215 0.064 0.018 0.143 0.075 0.121 0.025 0.041 0.237 0.007 0.228 0.034 0.005
T92+G 32 10510.906 10228.096 -5082.027 n/a 0.05 2.56 0.318 0.318 0.182 0.182 0.042 0.024 0.134 0.042 0.134 0.024 0.042 0.233 0.024 0233 0.042 0.024
GTR+G 38 10517.312 10181.484 -5052.713 n/a 0.05 2.05 0.344 0.292 0.149 0.215 0.064 0.018 0.137 0.075 0.115 0.026 0.041 0.226 0.026 0.220 0.035 0.018
HKY +I 34 10526.743 10226.260 -5079.107 0.49 n/a 2.53 0.344 0.292 0.149 0.215 0.040 0.020 0.156 0.047 0.108 0.029 0.047 0.212 0.029 0.250 0.040 0.020
TNO3+I 35 10534.942 10225623 -5077.787 049 n/a 2.52 0.344 0.292 0.149 0.215 0.039 0.020 0.131 0.046 0.132 0.029 0.046 0.258 0.029 0.209 0.039 0.020
HKY 33 10550.810 10259.163 -5096.560 n/a n/a 2.51 0.344 0292 0.149 0.215 0.040 0.021 0.156 0.047 0.108 0.030 0.047 0.211 0.030 0.249 0.040 0.021
T92+l 32 10557.049 10274239 -5105.099 049 n/a 2.52 0.318 0.318 0.182 0.182 0.043 0.024 0.133 0.043 0.133 0.024 0.043 0.233 0.024 0233 0.043 0.024
TN93 34 10558.903 10258.420 -5095.187 n/a n/a 251 0.344 0.292 0.149 0.215 0.039 0.020 0.130 0.046 0.132 0.029 0.046 0.259 0.029 0.209 0.039 0.020
GTR+I 38 10563.803 10227.975 -5075.958 049 n/a 1.98 0.344 0.292 0.149 0.215 0.064 0.018 0.135 0.075 0.115 0.027 0.041 0.224 0.027 0216 0.037 0.019
T92 31 10581.081 10307.108 -5122534 n/a n/a 251 0.318 0.318 0.182 0.182 0.043 0.025 0.133 0.043 0.133 0.025 0.043 0.232 0.025 0232 0.043 0.025
GTR 37 10587.767 10260.776 -5093.360 n/a n/a 1.97 0.344 0.292 0.149 0.215 0.064 0.018 0.134 0.076 0.115 0.028 0.042 0.225 0.028 0215 0.037 0.019
K2+G+l 32 10737.035 10454225 -5195.092 049 0.05 2.60 0.250 0.250 0.250 0.250 0.035 0.035 0.181 0.035 0.181 0.035 0.035 0.181 0.035 0.181 0.035 0.035
K2+G 31 10754.386 10480.413 -5209.187 n/a 0.05 2.55 0.250 0.250 0.250 0.250 0.035 0.035 0.180 0.035 0.180 0.035 0.035 0.180 0.035 0.180 0.035 0.035
JC+G+ 31 10792.924 10518.951 -5228.456 0.49 0.05 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
K2+ 31 10800.475 10526.502 -5232.231 049 n/a 252 0.250 0.250 0.250 0.250 0.036 0.036 0.179 0.036 0.179 0.036 0.036 0.179 0.036 0.179 0.036 0.036
Jc+G 30 10809.642 10544505 -5242234 n/a 0.05 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
K2 30 10824.546 10559.409 -5249686 n/a n/a 251 0.250 0.250 0.250 0.250 0.036 0.036 0.179 0.036 0.179 0.036 0.036 0.179 0.036 0.179 0.036 0.036
JC+ 30 10855.324 10590.187 -5265.075 049 n/a 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
Jc 29 10879.249 10622.949 -5282.457 n/a n/a 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083

Los modelos de sustitucion nucleotidica fueron evaluados utilizando el criterio de informacién bayesiano (BIC), considerandose como 6ptimo aquel con el valor mas bajo.
Adicionalmente, se reportaron el criterio de informacién de Akaike corregido (AlCc), el valor de maxima verosimilitud (InL) y el nimero de parametros estimados para
cada modelo (Nei y Kumar, 2000). La heterogeneidad de tasas evolutivas entre sitios se modelé mediante una distribucion Gamma discreta (+G) con cinco categorias,
considerando ademas una proporcién de sitios invariantes (+l). Para cada modelo se estimaron el sesgo de transiciones/transversiones (R), las frecuencias nucleotidicas

(f) y las tasas relativas de sustitucidn entre pares de nucle6tidos (r), normalizadas de modo que su suma fuera igual a 1
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Anexo 19. Matriz de consistencia

del personal de
salud del Hospital
de Apoyo Jesus
Nazareno -
Ayacucho, 2024.

resistente  a  meticilina
aislados del personal de
salud del Hospital de
Apoyo Jesus Nazareno?

Problemas especificos

¢ Cuédles son los genes de
resistencia microbiana de
S. aureus aislados del
personal de salud del
Hospital de Apoyo Jesls
Nazareno?

¢;Cuéles son los factores
de virulencia de S. aureus
resistentes a meticilina
aislados del personal de

salud del Hospital de
Apoyo Jesls Nazareno?
¢Qué linajes genéticos
Tiene S. aureus

resistentes a meticilina
aislados del personal de
salud del Hospital de
Apoyo Jesus Nazareno?

aislados del personal de
salud del Hospital de Apoyo
Jesus Nazareno.

Objetivos especificos

e Analizar los genes de
resistencia  antimicrobiana
de cepas de S. aureus
resistentes a  meticilina
aislados del personal de
salud del Hospital de Apoyo
Jesus Nazareno.

e Determinar los factores de

virulencia de S. aureus
resistentes a  meticilina
aislados del personal de

salud del Hospital de Apoyo
Jesus Nazareno.

e Identificar los
genéticos de S.
resistentes a  meticilina
aislados del personal de
salud del Hospital de Apoyo
Jesus Nazareno.

linajes
aureus

resistente a meticilina

e Resistencia antimicrobiana

e Factor de virulencia

e Secuenciacion por Nanoporos

e Tipificacion por secuencias
multilocus

e Complejo Clonal

2.3. Base tedrica

e Caracteristicas microbiol6gicas
de S. aureus

e Bases genéticas de la
resistencia en SARM

e Determinantes de virulencia y
su impacto en la patogénesis

e Epidemiologia molecular y
evolucion clonal del SARM

e Gendmica de s. aureus en la

vigilancia de patégenos

meticilina
Indicadores

e Genes de resistencia
e Factores de virulencia
e Linajes genéticos

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO VARIABLE DISENO METODOLOGICO
Caracterizacion Problema general Objetivo general 2.1. Antecedentes Variable Tipo: Bésico

gf:;tz?/llgca:occus de | cuales son las | Caracterizar genémicamente [2.2. Marco conceptual Genoma de | Disefio: No experimental —
areus oot a | SIS genomices | copss de SO | sapnyococcus awes | Soeroecus | descrpio

meticilina aislados e Staphylococcus aureus Muestra: 16 cepas de

Staphylococcus aureus meticilino
resistente
Procedimiento:

e Reactivacion e identificacion
presuntiva

e Confirmacion del fenotipo SARM

e Conservacion se las cepas.

e Extraccion de ADN gendmico
mediante columnas de silica.

e Andlisis de calidad y pureza del
ADN.

e Analisis de integridad del ADN.

e Secuenciamiento del ADN mediante

tecnologia  Nanopore  (MinlON
R10.4.1).
e Andlisis bioinformatico (Galaxy

Europe; Porechop; NanoPlot; Flye;
Minimap2/Racon; ABRicate con
base de datos CARD y VFDB,;
Proksee).

o Andlisis filogenético y
epidemiolégico (MLST (PubMLST);
SnapGene; MEGAL11; iTOL;
PHYLOViZ; Proksee).
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U N Sc l_I FACULTAD DE i

| CIENCIAS BIOLOGICAS

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Sayda Luz CANCHO PACOTAYPE
RESOLUCION DECANAL N° 119-2026-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las diez de la mafiana del dia jueves treinta de julio del afio dos
mil veintiséis; se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, participando como
presidente encargado el Dr. Gilmar PENA ROJAS con Memorando N° 164-2026-UNSCH-FCB, de
fecha veintidds de julio de 2026; a su vez (Miembro-Jurado), Mg. Jime Jack RIVERA VILLAR
(Miembro-Jurado), Mg. Reynan CONDOR ALARCON (Miembro-Jurado), Dra. Nilda Aurea APAYCO
ESPINOZA (Miembro-Asesora) y actuando como secretaria docente encargada la Blga. Betsy Rocio
AGUILAR ATME, con Memorando N° 169-2026-UNSCH(IN)-FCB con fecha veintidds de julio de dos
mil veintiséis, para presenciar la sustentacién de tesis titulada: Caracterizacién genomica de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina aislado del personal de salud del Hospital de Apoyo
Jesus Nazareno - Ayacucho, 2024. Presentado por la Bachiller Sayda Luz CANCHO PACOTAYPE; el
presidente (e) luego de verificar la documentacién presentada, indic a la secretaria docente (e)
dar lectura a la documentacion generada que refrenda el presente acto de académico, luego de
ello dispuso el inicio del acto de sustentacidn, indicando a la sustentante que dispone de cuarenta
y cinco minutos para exponer su trabajo de investigacion tal como establece en el Reglamento de
Grados y Titulos de la Escuela Profesional de Biologia de la Universidad Nacional de San Cristébal
de Huamanga. Culminada la exposicidn, el presidente (e) invité a cada uno de los Miembros del
Jurado a participar con sus observaciones, sugerencias y preguntas a la sustentante. Culminada
esta etapa, el presidente (e) invité a la sustentante y al publico asistente a abandonar
momentaneamente el Auditorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional
de San Cristébal de Huamanga para que los miembros del jurado evaluador puedan realizar las
deliberaciones vy calificaciones correspondientes; cuyos resultados son los que se consignan a
continuacion:

Miembros delJurado Evaluador Exposicidon Respuesta/preguntas Promedio
Dr. Gilmar PENA ROJAS 17 16 17
Mg. Jime Jack RIVERA VILLAR 18 17 18
Mg. Reynan CONDOR ALARCON 18 18 18
PROMEDIO 18

La sustentante alcanzo el promedio de dieciocho (18) aprobatorio. Acto seguido, el presidente (e)
invitd el ingreso de la sustentante y el publico asistente al Auditorio de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga dando a conocer los
resultados e indicando que de este modo se da por finalizado el presente acto académico, siendo
las una de la tarde del mismo dia; firmando al pie del presente en sefial de conformidad.

Dr. Gilmar Mg. Ynfe Jac ERA VILLAR
Presidente (e) Miembro-Jurado)

(Miembro-Jurado)

Mg. Reyngfh CONDOR ALARCON
(Miembro-Jurado)

Secretaria Docente (e)



FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA-ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N° 58-2026-FCB-D

Yo, SERAPIO ROMERO GAVILAN, Director de la Escuela Profesional de Biologia
de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristdbal
de Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Caracterizacién
genoémica de Staphylococcus aureus resistente a meticilina aislado del
personal de salud del Hospital de Apoyo Jestlis Nazareno - Ayacucho, 2024.,
por SAYDA LUZ CANCHO PACOTAYPE; he constatado por medio del uso de la
herramienta TURNITIN, procesado CON DEPOSITO, una similitud de 6%, grado de
coincidencia, menor a lo que determina la ausencia de plagio definido por el
Reglamento de Originalidad de Trabajos de Investigacion de la UNSCH, aprobado
con Resolucion del Consejo Universitario N° 039-2021-UNSCH-CU.

En consecuencia, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias
establecidas por la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga. Se
acompana el INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.

Ayacucho, 23 de septiembre de 2026.
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