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RESUMEN

Antecedentes: Pseudomonas aeruginosa es uno de los principales
microorganismos aislados en infecciones nosocomiales. La prevalencia de
cepas multirresistentes (MDR) o extremadamente resistentes (XDR) ha
aumentado de manera global en las Ultimas décadas. Una herramienta para
prevenir la aparicion de estas resistencias es la vigilancia epidemiolégica, ya
gue se ha observado que a nivel local existen perfiles MDR/XDR definidos. El
presente estudio surgid a raiz de un brote de infecciones por P. aeruginosa
multirresistente ocurrido en el Servicio de Nefrologia del Hospital General

Universitario de Alicante.

Objetivo: Evaluar la utilidad de la técnica double-locus sequence typing (DLST)

para la caracterizacion de brotes hospitalarios producidos por P. aeruginosa.

Materiales y métodos: Estudio de caracterizacion genética de cepas P.
aeruginosa. Los casos fueron 24 cepas asociadas al brote del Servicio de
Nefrologia producido entre febrero y agosto de 2017. Se utilizaron como
controles 22 cepas de P. aeruginosa elegidas al azar durante agosto del mismo
afo que procedian de pacientes ingresados en otros servicios del hospital y sin
relacion conocida con el brote. El protocolo de trabajo fue: (i) extraccion del
ADN bacteriano, (ii) amplificacion de los loci ms172 y ms217, (iii) visualizacion
de los fragmentos por electroforesis en gel de agarosa (iv) purificacion del ADN
y (v) secuenciacion Sanger. También se construyo un arbol filogenético y se

estudio el antibiograma.

Resultados: Se alcanzé una tipificaciéon del 100%. Todas las cepas de los
casos fueron clasificadas bajo el mismo tipo DLST (52-44). En cuanto a las
cepas control, hubo gran variedad alélica y se descubrié una nueva variante
alélica para cada locus: el alelo 124 para el ms172 y el alelo 202 para el
ms217.

Conclusiones: Se confirma que la técnica DLST es (til, r4pida, sencilla y poco

costosa para la deteccion de brotes hospitalarios por P. aeruginosa.



ANTECEDENTES

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gramnegativa que habita y tiene
gran capacidad para sobrevivir en cualquier tipo de medio, tanto en acuaticos
como en el suelo, animales o plantas. La ubicuidad y adaptabilidad que la
caracterizan, junto con su capacidad para formar biopeliculas, hace que esté
ampliamente distribuida en el entorno hospitalario y sea dificil de eliminar por

completo del ambiente.

Figura 1. Pseudomonas aeruginosa vista al microscopio electrénico.

Es un patdgeno oportunista y uno de los principales microorganismos aislados
en infecciones nosocomiales, que pueden ser especialmente graves en el caso
de pacientes inmunocomprometidos o ingresados en la unidad de cuidados
intensivos. Las infecciones que suele producir son neumonias, infecciones del

tracto urinario y bacteriemias.

Las infecciones nosocomiales se consideran un importante problema de salud
publica, ya que se asocian con valores altos de mortalidad, en torno a un 30%.*
Asimismo, a la evidente carga humana que implican hay que afadirle la carga
econdémica que supone para los hospitales este tipo de infecciones, al alargar

la estancia hospitalaria y aumentar el consumo de antibiéticos.?3



Figura 2. Cultivo de Pseudomonas aeruginosa en placa Petri.

Existen muchos factores que determinan la adquisicion de la infeccion y el
resultado clinico de esta; pueden clasificarse en tres grupos: los factores del
paciente, del tratamiento y del patégeno.!

Entre los factores del paciente se encuentran la existencia previa de otras
enfermedades, la gravedad de la infeccidbn aguda, el estado de su sistema
inmune o la colonizacion del tracto gastrointestinal, aumentando esta Ultima
condicién quince veces mas el riesgo de contraer una infeccion nosocomial en
los pacientes colonizados respecto a los que no lo estan. Por otra parte, un
retraso en el inicio del tratamiento antibiético empirico y la inefectividad
terapéutica se asocian también a una mayor mortalidad. En cuanto a los
factores del patdgeno, cabe destacar que P. aeruginosa es una bacteria
resistente de forma intrinseca a muchos beta-lactdmicos, como las penicilinas o
cefalosporinas de primera y segunda, e incluso, algunas de tercera generacion.
Asimismo, presenta una alta diversidad genética y numerosos mecanismos
para adquirir resistencias frente antibioticos de uso mas restringido en el
hospital, como los carbapenemes o las combinaciones mas recientes de beta-
lactdmicos con inhibidores de la beta-lactamasa (piperacilina/tazobactam).#
Dentro de estos mecanismos, se encuentran las mutaciones de genes
cromosomicos Y la transferencia horizontal de plasmidos que contienen genes
de resistencia, tales como los que codifican para las beta-lactamasas de

espectro extendido.! Por todo lo anterior, la susceptibilidad antibiética de P.



aeruginosa es mas baja comparada con la de otros microorganismos
gramnegativos y, consecuentemente, la probabilidad de conseguir efectividad

terapéutica con un tratamiento empirico es menor.

La prevalencia de cepas multirresistentes (MDR) o extremadamente resistentes
(XDR), ha aumentado de manera global en las ultimas décadas y se han
descrito numerosos brotes en el ambito hospitalario producidos por este tipo de
cepas. Algunas de las mas peligrosas que han aparecido en los ultimos afios,
conocidas como high-risk clones, poseen una distribucibn mundial y su
prevalencia varia entre el 15-30%, segun el area geografica.® En las
infecciones causadas por las cepas de alto riesgo el tratamiento empirico tiene
una mayor probabilidad de ser inefectivo, y, por tanto, se asocian con una
mayor tasa de mortalidad.>® Del mismo modo, las cepas resistentes conllevan

un aumento del gasto econémico para el sistema sanitario.®

La exposicién prolongada a antibioticos se relaciona con el desarrollo de
resistencias, de manera que la eleccion del tratamiento empirico es muy
importante para contribuir a prevenirlas.®’” Una forma de prevenir la aparicion
de resistencias e infecciones es la vigilancia epidemiolégica, a través de la
caracterizacion epidemiolégica y el estudio de la sensibilidad microbiana de las
cepas de P. aeruginosa del hospital, ya que se ha observado que a nivel local
las cepas de alto riesgo suelen tener perfiles MDR/XDR definidos.®> Esto
permitird seleccionar el tratamiento empirico de forma mas adecuada y con
mayor probabilidad de éxito, asi como contribuir a la disminucion de la
prevalencia de resistencias y al estudio de los posibles focos y vias de

transmision del patogeno.

Tradicionalmente se han utilizado métodos inmunologicos o fenotipicos para
distinguir entre cepas de una misma especie. Sin embargo, en bacterias muy
cercanas filogenéticamente, la resolucion de estos métodos es bastante
limitada, de manera que es posible que no se llegue a discriminar entre dos
cepas diferentes. Por ello, en los ultimos afios se han buscado nuevos métodos

basados en epidemiologia molecular que presenten mayor resolucion y



reproducibilidad, como la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE;

Pulsed-Field Gel Electrophoresis) o el multi-locus sequence typing (MLST).8?

La PFGE se considera la técnica gold standard o de referencia para la
tipificacibn genética como parte de estudios epidemiolégicos de
microorganismos patégenos.® Basada en los mismos principios que la
electroforesis en gel, permite separar moléculas de ADN de hasta 10 Mb,
mientras que la electroforesis convencional sirve sélo para fragmentos de no
mas de 50 kb. El genoma de las bacterias es cortado por enzimas de
restriccion, generando fragmentos de ADN grandes que daran un patron PFGE
de bandas caracteristico de la cepa. La separacidon de las moléculas se
consigue cambiando la orientacion del campo eléctrico durante el proceso de
forma periddica, aplicandolo en tres direcciones diferentes: hacia delante (como
en la electroforesis en gel), y otras dos hacia ambos lados de esta, con la que
forman cada una 60°. El tiempo de aplicacion del campo eléctrico es variable y
crucial segun el tamafio de los fragmentos de ADN que se quieran separar. De
esta manera, se logra ampliar el recorrido que realizan las moléculas y se
otorga mas tiempo a las grandes para avanzar, aumentando la resolucion final
de la técnica de electroforesis en gel. No obstante, para realizar la PFGE se
necesita tecnologia avanzada, y es una técnica laboriosa que requiere mucho

tiempo y dinero.

Otro de los métodos mas usados para el estudio de la evoluciéon y la
epidemiologia bacteriana es el del multi-locus sequence typing (MLST), siendo
una técnica precisa y con alto grado de discriminacion, tanto para distinguir
entre cepas de origenes totalmente diferentes como para identificar cepas
iguales. Entre sus aplicaciones, se encuentra la deteccion de brotes de

enfermedades de manera temprana.°

El MLST se basa en la secuenciacidbn Sanger de entre seis o siete genes
constitutivos (se expresan siempre, sin verse afectados por factores
inductores), de unas 450-500 pb. Su pequefio tamafio ayuda a escapar de las
variaciones causadas por la recombinacién, pero es suficiente para poder

establecer distancias filogenéticas. La seleccion de estos genes difiere de unos



patégenos a otros,!° es decir, no existe ninguna combinacién universal de
genes que sirva para todos los microorganismos. Con las secuencias obtenidas
de cada uno de ellos, se crean bases de datos que almacenan informacion
universal sobre las diferentes variantes alélicas. Al introducir la secuencia

estudio en la base de datos, esta le asigna un cédigo y la tipifica.®

Aunque la PFGE posee mayor poder discriminatorio respecto al MLST, esta es
de un coste superior y mas laboriosa. La alta reproducibilidad del MLST al tener
un lenguaje universal, junto con su gran variedad de aplicaciones, hacen que a
dia de hoy se siga utilizando a pesar de la irrupcion y rapido desarrollo de otras
técnicas, veéase las técnicas de secuenciacion masiva o Next-Generation
Sequencing (NGS).°

Con el propésito de poder incorporar la vigilancia epidemiolégica a largo plazo
de P. aeruginosa como analisis rutinario en la practica clinica del hospital,
Basset et al. se basaron en el MLST para disefiar un método mas simplificado,
rapido y menos costoso: el double-locus sequence typing (DLST), cuya utilidad
ya se habia demostrado para otros microorganismos como Staphyloccocus
aureus.'1?2 E| DLST se basa en los mismos principios que el MLST, pero
utilizando dos loci hipervariables altamente conservados en Pseudomonas
aeruginosa.!! De esta manera, se reducen en gran medida los costes del
MLST.®>1! Ademas, en un estudio posterior, Cholley et al. demuestra que el
poder discriminatorio y la reproducibilidad del DLST es muy similar al del
MLST, por lo que es muy buen sustituto del MLST para implantarlo en la

monitorizacion y control de brotes por cepas de P. aeruginosa.'®

Los dos genes seleccionados para la caracterizacion molecular de P.
aeruginosa fueron el ms172 y el ms217, los cuales permiten discriminar cepas
iguales o diferentes de la bacteria y presentan una estabilidad suficiente para

usarlos en el control epidemioldgico, de entre seis meses a un par de afios.!!

Por otra parte, los genes dan productos amplificados de cadenas cortas, no
superiores a las 700 pb, por lo que se pudo secuenciar usando una sola hebra

de ADN de cada locus para disminuir alin mas los costes de la técnica. De esta



forma, se obtuvo una tipificacion satisfactoria en el 98% de las cepas
aisladas.'! Dicha tipificacion se obtiene al introducir las secuencias en la base

de datos DLST (http://www.dlIst.org/Paeruginosa/), creada por Basset et al. La

base de datos asigna un numero en funcién de la variante alélica del locus.

El presente estudio surgio a raiz de la aparicion de un brote de infecciones por
Pseudomonas aeruginosa multirresistente en el Servicio de Nefrologia del
Hospital General Universitario de Alicante (HGUA), confirmado por datos
clinico-epidemioldgicos y mediante electroforesis en gel de campo pulsado
(realizada en el Instituto de Salud Carlos Ill, Majadahonda, Madrid). Se utilizé la
técnica del DLST en las cepas responsables del brote y en un grupo control.
Asimismo, se construy6 un arbol filogenético para comprobar que las cepas del
brote provenian de un ancestro comdn y se incluyé el antibiograma para

estudiar el perfil MDR/XDR de P. aeruginosa a nivel local del HGUA.
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OBJETIVOS

El objetivo principal del estudio fue evaluar la utilidad de la técnica double-locus
sequence typing (DLST) para la caracterizacion de brotes hospitalarios

producidos por Pseudomonas aeruginosa.
Como objetivos secundarios se plantearon los siguientes:

I.  Analizar las relaciones filogenéticas de las muestras con las
secuencias obtenidas mediante el DLST.
II.  Describir el perfil de sensibilidad/resistencia antibiética de todas

cepas del estudio.
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MATERIALES Y METODOS

A. Seleccion de las muestras

Se incluyeron en el estudio un total de 46 muestras previamente identificadas
mediante MALDI-TOF como P. aeruginosa en el laboratorio de Microbiologia
del HGUA. Los casos fueron 24 cepas asociadas a un brote producido en el
Servicio de Nefrologia del HGUA entre febrero y agosto de 2017. Como
controles se utilizaron 22 cepas, elegidas al azar durante agosto del mismo
afo, que procedian de diferentes pacientes ingresados en otros servicios del
hospital y sin relacién conocida con el brote.

B. Aislamiento y cultivo

Las cepas responsables del brote se conservaron congeladas en caldo
tioglicolato. Para recuperarlas, se descongelaron y sembraron en placa en
medio agar Muller-Hinton. En cuanto a las cepas control, se hizo un
reaislamiento de la bacteria en Miller-Hinton a partir de aislamientos en agar
MacConkey o agar sangre de las muestras clinicas. Todas las placas se

cultivaron en estufa durante 24-48 horas.

Figura 3. Cultivos en placa de algunas de las muestras del estudio.
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C. Extraccion del ADN bacteriano

Una vez obtenidos los aislamientos puros de colonias de P. aeruginosa, se
realiza la extraccion de ADN. Para ello se utilizo la resina Chelex 100 Resin (n°
referencia: #142-1253; Bio-Rad) a una concentracién de 0,1 g/mL en agua
destilada. El Chelex es una resina que capta las proteinas y las enzimas
mediante intercambio i6nico. El protocolo de trabajo que se siguié para la

extraccion fue el siguiente:

1. Se afiadi6 300 pL de Chelex a un tubo Eppendorf y se suspendidé en
este las colonias bacterianas. Se cogi6o aproximadamente entre 2-3
colonias de la bacteria, segun el tamafio de estas en la placa. Aquellas
que eran puntiformes, se usdé un mayor numero. Se agitoé el recipiente
con el Chelex antes de coger las colonias para que la resina no se

depositara en el fondo de este.

2. Se realizaron ciclos de choque térmico consistentes en: 3 ciclos de 10
minutos a -80°C y a 90°C. Para terminar, se congelaron las cepas una
vez mas a -80°C durante 10 minutos. En caso de no poder continuar con

el proceso, se conservaron a -20°C hasta su uso.

3. Se descongelaron las cepas y se centrifugaron durante 5 minutos a 5000

rpm para precipitar el Chelex y eliminar las proteinas de la muestra.

4. El sobrenadante obtenido, donde se encuentra el ADN bacteriano
extraido, se trasvaso a un nuevo tubo Eppendorf con mucho cuidado de

no coger con la pipeta nada del Chelex precipitado.

5. Se conservo el ADN a -20°C hasta su posterior utilizacion.

D. Cuantificacion del ADN extraido

Para comprobar que el proceso de extraccién del ADN fue satisfactorio y que
se obtuvo un ADN de calidad y cantidad suficientes para la reaccién en cadena

de la polimerasa (PCR), se cuantificé el ADN de las muestras con el NanoDrop

13



1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific), seleccionando el médulo

correspondiente a los acidos nucleicos.

La cuantificacién se realizé siguiendo los pasos detallados en el manual de
usuario del fabricante. Se utilizaron 2 pL de muestra para la medicion, ya que
los valores obtenidos de concentracidon son mas exactos que con 1 uL. Se
deposito la muestra sobre el pedestal inferior del NanoDrop cubriendo el orificio
a través del que se efectta la medicién, tras lo que se tapaba con el pedestal
superior. Para una correcta cuantificacion, debia formarse una columna de la

muestra liquida entre los pedestales, con ausencia de burbujas.

Se considerd aceptable una cantidad minima de ADN de 50 ng/uL. La calidad

del ADN se evalué teniendo en cuenta los pardmetros mostrados en la tabla 1.

Ratio Valor Pureza
>2,0 Contaminacién con ARN
1,8-2,0 ADN de pureza éptima
260/280
1,6-1,8 ADN de pureza aceptable
<1,6 Presencia de proteinas u otros contaminantes
1,8-2,2 ADN de pureza éptima
260/230 E— .
<1,8 Contaminacién con sales u otras sustancias

Tabla 1. EI ADN absorbe a 260 nm, las proteinas a 280 nm y las sales a 230
nm. Un ratio de la absorbancia a 260 nm partido por la absorbancia a 280 nm
gue estuviera comprendido entre 1,6-2,0 significaba un ADN poco contaminado
y de buena calidad para la PCR. El ratio entre la absorbancia del ADN vy las

sales debia ser superior a 1,8.

E. Amplificacion de los loci ms172 y ms217

Los cebadores utilizados en la PCR para cada loci fueron los disefiados
previamente para la técnica del DLST por la Universidad de Lausana (Suiza),
mostrados en la tabla 2.1! Para cada muestra del estudio se llevé a cabo una
PCR del ms172 y una del ms217.

14



Locus Direccion Cebador (5’-3’)
ms172 F GGATTCTCTCGCACGAGGT
ms172 R TACGTGACCTGACGTTGGTG
ms217 F TTCTGGCTGTCGCGACTGAT
ms217 R GAACAGCGTCTTTTCCTCGC

Tabla 2. Secuencias de los cebadores forward (F) y reverse (R) de cada loci.

El volumen de reaccion (Vr) para la amplificacion por PCR fue de 20 L, con las

cantidades de reactivos recogidas en la tabla 3.

Reactivo Volumen (uL)
Agua destilada 6
Muestra de ADN 3
Cebador F 20 uM (0,5 uM en Vr) 0,5
Cebador R 20 uM (0,5 uM en Vr) 0,5
AmpliTag Gold 360™ Master Mix
(N° de referencia: 4398881; Thermo Fisher 10
Scientific, Applied Biosystems)

Tabla 3. Volumen de cada reactivo utilizado para la PCR.

Las condiciones de reaccion fueron una desnaturalizacion inicial de 5 minutos a
94°C; 35 ciclos consistentes en 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C (para
el ms172) o 64°C (para el ms217), 45 segundos a 72°C; y una elongacion final
de 10 minutos a 72°C. La PCR se llevo a cabo con el termociclador Veriti 96-
Well Thermal Cycler (n° referencia: 4375786; Thermo Fisher Scientific, Applied
Biosystems), el cual permite programar en la placa de pocillos dos zonas en las
qgue la temperatura alcanzada durante la fase de union de los cebadores sea

diferente. De esta manera, se pudo realizar amplificaciones simultaneas de

15




ambos loci. La mitad de los pocillos de la placa se programaron para alcanzar
los 60°C (ms172) y la otra mitad, los 64°C (ms217).11

F. Electroforesis en gel de agarosa

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1,5% (p/v) para visualizar los
fragmentos de ADN. Para preparar el gel de agarosa se disolvieron 3 g de
UltraPure Agarose (n°® de referencia: 16500-100; Thermo Fisher Scientific,
Invitrogen) en 200 mL de Tris-Borate-EDTA (TBE) 1x (n° de referencia: T4415-
1L; Sigma-Aldrich). La disolucion se calentd hasta el momento antes de hervir y
se dej6 enfriar 5 minutos. Se afiadid intercalante SERVA DNA Stain Clear G (n°®
de referencia: 39804.01; SERVA) hasta un 0,005% (v/v) y se solidificé en la
placa de electroforesis. Se cargaron en los pocillos del gel 4,5 uL de la muestra
de ADN con 1,5 pL de marcador molecular 100 bp DNA Ladder y con 0,5 pL
del buffer de carga 10x BlueJuice Gel Loading Buffer (n° de referencia: 15628-
019; Thermo Fisher Scientific, Invitrogen). El gel se puso a 90 V durante 1 hora,
tras la cual los fragmentos obtenidos fueron de aproximadamente 700 pb para
el locus ms172 y de 600 pb para el ms217, tal y como se aprecia en la figura 4.

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa. Pocillo 1: marcador molecular;
pocillo 2: alelo ms172 del caso 1; pocillo 3: alelo ms217 del caso 1; pocillo 4:

alelo ms172 del caso 2; pocillo 5: alelo ms217 del caso 2.
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G. Purificacion del ADN

Se purificé el ADN con el MinElute PCR Purification Kit (n° de referencia:
28004; QIAGEN), siguiendo las instrucciones detalladas por el fabricante. Al
final del proceso, se obtuvo aproximadamente un volumen de 10 pL de ADN
purificado de cada muestra en un tubo Eppendorf. EI ADN se conservo

congelado a -20°C.

H. Secuenciacion del ADN

Se realizdé una secuenciacion tipo Sanger utilizando el cebador R descrito para
la PCR. Las muestras de ADN ya purificadas se enviaron a secuenciar a la
empresa Secugen S.L. (C/ Ramiro de Maeztu 9, 28040, Madrid). Se solicito
desde su sitio web (https://www.secugen.es/) el material necesario para

mandarles las muestras. En este caso, se escogieron los tubos Eppendorf de
color morado. Los tubos van acompafiados de etiquetas adhesivas con codigos
de identificaciébn. Cada codigo dispone de tres etiquetas: una para el tubo
morado, otra para la hoja de solicitud de servicio y una tercera para el

solicitante.

Una vez recibidos los tubos, se hizo a través del sitio web la solicitud para el
servicio de secuenciacion. Se imprimié la hoja de solicitud y se relleno
correctamente con una etiqueta para identificar cada muestra y con la
temperatura de melting del locus correspondiente. Esta hoja se envid junto con

los tubos morados.

La empresa Secugen S.L. marca que las muestras de ADN deben tener una
concentracion de 20 ng/pL (Cs) y un volumen final de 15 pL. Para preparar las
muestras, por tanto, se cuantifico el ADN purificado (Cp) con el NanoDrop 1000
Spectrophotometer, y, en funcion de la concentracién de ADN, se afiadieron los
siguientes volumenes de muestra (Vabn) y agua destilada (Va) a los tubos

morados (tabla 4):
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Cp (ng/pL) Vapn (UL) Va (UL) Cs (ng/uL)
30 20
10 5
(25,00-34,99) (16,67-23,33)
40 20
7,5 7,5
(35,00-44,99) (17,50-22,50)
50 50
6 9
(45,00-54,99) (18,00-22,00)
60 60
5 10
(55,00-64,99) (18,33-21,66)
70 70
4,3 10,7
(65,00-74,99) (18,63-21,50)
80 80
3,8 11,2
(75,00-84,99) (19,00-21,53)
90 90
3,3 imil g
(85,00-94,99) (18,70-20,90)
100 100
3 12
(95,00-104,99) (19,00-21,00)

Tabla 4. Volumen de muestra de ADN y de agua destilada para conseguir la
concentracion requerida de 20 ng/uL. Con el fin de facilitar los célculos y
agilizar el procedimiento de trabajo, se redonded la concentracion de ADN
purificado a la decena mas cercana. Entre paréntesis, se muestra el rango de
concentracion en que variaban la concentracion del ADN purificado (Cp) y la

concentracion del ADN en el volumen final de 15 pL para secuenciar (Cs).

Se afiadio primero el ADN y después el agua destilada. Una vez hecho esto, se
pipeted en todos los tubos 1,5 pL del cebador R correspondiente al locus a una

concentracion de 5 pM.

En caso de no obtener ninguna secuencia o que la calidad fuera muy baja, se
repitié todo el procedimiento. Si tras este segundo intento no se obtuviera una

secuencia de alta calidad, se consideraria una muestra nula.
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Esta fase del estudio fue la limitante al tener que mandar las muestras fuera del
hospital y depender de una empresa externa para obtener los resultados de las
secuencias. El tiempo de espera de los resultados oscild entre 5 a 7 dias
laborables.

I. Caracterizacion epidemioldgica (base de datos DLST)

Para obtener las secuencias se utilizé el programa Chromas (version 2.6.4). El
andlisis de los datos obtenidos por el DLST se hizo de acuerdo a dos tipos de
métodos: basado en alelos y basados en nucledtidos. Dentro del segundo

grupo, se usoé el método de la relacion filogenética.®

El método basado en alelos consiste en obtener un cédigo que designe un
alelo concreto. Este codigo lo proporcioné la base de datos publica del DLST,
donde cada secuencia distinta tiene asignado un numero de alelo diferente
para los dos loci estudiados. De esta forma, se obtuvo para todas las cepas
control y casos dos numeros o “tipo de secuencia”, que indican la variante

alélica del ms172 y del ms217.

La secuencia estudio, a introducir en la pestaia “Plain text sequences” de la
base de datos, debe empezar por una secuencia de pares de bases y tener

una longitud determinados especifica para cada loci,!* tal y como se muestra

en la tabla 5.
Locus Tamafo Secuencia de inicio
ms172 400 pb ACGATGCTGGADCC
ms217 350 pb CAGCATGGCG

Tabla 5. Secuencia de inicio y longitud del fragmento en pares de bases que

debe tener el fragmento a introducir en la base de datos del DLST.
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Trace files FASTA file Plain text sequences

Paste sequences into the text boxes below.

ms172 sequence:

ms217 sequence:

Csuom [ o

Figura 5. Interfaz de la pagina web donde se copian las secuencias para

obtener el nimero de la variante alélica.

El método DLST sirve para comparar las secuencias y comprobar si son
iguales o0 no, sin embargo, no tiene en cuenta el nimero de mutaciones
individuales en los nucledtidos. No obstante, puede ser muy Uutil en

microorganismos no clonales, como es el caso de P. aeruginosa.!°

J. Arbol filogenético

En cuanto al método de relacion filogenética, se construyo el dendrograma con
el programa MEGAY7. Se utiliz6 el método del algoritmo neighbour-joining y un
test bootstrap de 1000 repeticiones. Las secuencias obtenidas para el ms172 y

el ms217 se alinearon concatenadas para su analisis.

K. Antibiograma

Se utilizaron paneles de pocillos MicroScan Panels para determinar el perfil de
resistencia de las cepas. Los paneles empleados fueron Negative Combo Type
42 (n° referencia: B1016-137) y Negative Urine Combo Type 52 (n° referencia
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B1016-141), segun el tipo de muestra y de acuerdo al protocolo interno del

HGUA.

L. Analisis estadistico

No se realiz6 ningun analisis estadistico de los resultados obtenidos, puesto
que el objetivo era realizar un estudio meramente descriptivo utilizando una
técnica nueva -el DLST-, sobre un brote nosocomial de P. aeruginosa ya

conocido y confirmado anteriormente.
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RESULTADOS

A. DLST

Las 46 cepas incluidas en el estudio fueron caracterizadas exitosamente
mediante la técnica DLST, alcanzandose una tipificacion del 100%. De los 92
alelos analizados, la base de datos del DLST fue capaz de asignar numero a
86 de ellos a priori (43 alelos del ms172 y 43 alelos del ms217). Los tres alelos
restantes de cada loci resultaron ser una variante alélica no descubierta
anteriormente, cuya secuencia aln no se encontraba registrada en la base de
datos del DLST. Tras notificarlo a la base de datos, las secuencias se
incorporaron y se les asignod arbitrariamente un namero: el alelo 124 para el

msl172 vy el alelo 202 para el ms217.

‘.\l‘m‘h‘\fﬁ ‘AA‘.—“ = 'MQ}‘\ m‘L"\\.&/‘\_A‘A ﬂ'b A

Figura 6. Fragmento de una secuencia del locus ms172 perteneciente a una de

las cepas del brote.

Se identificaron 14 tipos DLST diferentes en total. Las 24 cepas del brote
fueron clasificadas bajo el mismo tipo DLST, el 52-44. A diferencia de estas, las

22 cepas control mostraron una tipificacion mas variada, logrando detectarse
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13 tipos DLST distintos adicionales. Dentro del grupo control, algunas cepas

fueron caracterizadas bajo el mismo tipo DLST: los tipos 124-202, 1-21y 16-11

se obtuvieron cada uno en tres cepas control, y el tipo 21-96 en dos de ellas.

Por otra parte, una cepa control coincidié con el tipo DLST de los casos (52-

44). En la tabla 6 se recogen todos los tipos DLST asignados por la base de

datos.

Cepa ms172 ms217 Cepa ms172 ms217
C1 52 44 CTR1 24 49
C2 52 44 CTR2 16 67
C3 52 44 CTR3 124 202
C4 52 44 CTR4 124 202
C5 52 44 CTR5 1 21
C6 52 44 CTR6 16 11
C7 52 44 CTR7 16 11
C8 52 44 CTRS8 1 21
C9 52 44 CTR9 15 29

C10 52 44 CTR10 25 62
Cl1 52 44 CTR11 23 22
C12 52 44 CTR12 52 44
C13 52 44 CTR13 51 92
Cl14 52 44 CTR14 36 92
C15 52 44 CTR15 44 116
C16 52 44 CTR16 1 21
C17 52 44 CTR17 17 125
C18 52 44 CTR18 21 96
C19 52 44 CTR19 18 34
C20 52 44 CTR20 16 11
Cc21 52 44 CTR21 21 96
C22 52 44 CTR22 124 202
C23 52 44

C24 52 44

Tabla 6. Tipos DLST para las cepas caso (C) y las cepas control (CTR).

B. Arbol filogenético

Todas las cepas pertenecientes al brote fueron clasificadas dentro de un mismo

grupo. Respecto a las cepas control, las que habian sido tipificadas de igual
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forma mediante la técnica del DLST también fueron agrupadas bajo una misma

rama en el dendrograma (figura 7).

Caso_1_(52-44)
Caso_2_(52-44)
Caso_3_(52-44)
Caso_d4_(52-44)
Caso_5_(52-44)
Caso_6_(52-44)
Caso_7_(52-44)
Caso_8_(52-44)
Caso_9_(52-44)
Caso_10_(52-44)
Caso_11_(52-44)
Caso_12_(52-44)
Caso_13_(52-44)
Caso_14_(52-44)
Caso_15_(52-44)
Caso_16_(52-44)
Caso_17_(52-44)
Caso_18_(52-44)
Caso_19_(52-44)
Caso_20_(52-44)
Caso_21_(52-44)
Caso_22_(52-44)
Caso_23_(52-44)
Caso_24_(52-44)
Control_12_(52-44)

100

71

Control_19_(18-34)

79

98

Control_15_{44-116)
Control_17_(17-125)
Control_6_(16-11)
Control_7_{16-11)
Control_20_(16-11)

98 100 | Control_18_(21-96)
Control_21_(21-96)

Control_5_(1-21)
A—{ Control 8_(1-21)
100 onerol_16_(1-21)

Control_1_(24-49)
Control_13_(51-92)

30

]

Control_14_(36-92)

Control_11_(23-22)

Control_2_(16-67)

7% Control_10_(25-62)
Control_3_(124-202)

I Control_4_(124-202)

Control_22_(124-202)

100 |

Control_9_(15-29)

0.050

Figura 7. Arbol filogenético de las muestras de casos y controles. Entre

paréntesis se detalla el tipo DLST que se obtuvo para cada cepa.
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C. Antibiograma

Para 18 de las 24 cepas del brote, el antibiotipo es exactamente el mismo. Una
cepa mostré sensibilidad a piperacilina a diferencia del resto, que se mostraron
resistentes. Las cinco cepas restantes tenian resistencia afiadida a cefepima y
dos de estas, ademas, a piperacilina/tazobactam, ceftazidima y aztreonam
(tabla 7).

Con el propésito de alcanzar una terminologia internacional y estandarizada,
Magiorakos et al. propusieron una definicion de MDR y XDR para diferentes
bacterias, entre ellas P. aeruginosa, y una plantilla con los antibioticos que
utilizar para clasificar las cepas segun el perfil de resistencia que mostraran en

el antibiograma.'# Las definiciones proporcionadas fueron:

o Cepas multirresistente: no susceptible a uno o mas agentes de tres o
mas categorias antimicrobianas diferentes.
o Cepas extremadamente resistente: no susceptible a uno o mas agentes

de todas las categorias antimicrobianas excepto de una o dos.

De acuerdo a estas definiciones y empleando la plantilla propuesta, 22 cepas
del brote se clasificaron como MDR al mostrar resistencia al menos a un
agente perteneciente a aminoglucosidos, carbapenemes, fluoroquinolonas y
cefalosporinas de cuarta generacion (a esta Ultima clase, solo 3 cepas). Las
dos restantes resultaron ser XDR (casos 8 y 17) al tener también resistencia a
un agente o mas de penicilinas+inhibidores de la beta-lactamasa y a
monobactamicos, siendo solo sensibles a polimixinas y con sensibilidad no

ensayada a fosfomicina.'4
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Piperacilina/
tazobactam
Ceftazidima
Cefepima
Amikacina
Colistina
Aztreonam
Piperacilina
Imipenem
Meropenem
Gentamicina
Tobramicina
Levofloxacino

C10
Cl1
C12
C13
Ci14
C15
Cl6
C17
C18
C19
C20
Cc21
C22
C23
C24

Tabla 7. Antibiograma de las cepas del brote. Verde: sensible; naranja:

sensibilidad intermedia; rojo: resistente.

En cuanto al perfil de sensibilidad de las cepas control, este fue mas variopinto
y no coincidié en ninguna de las cepas que fueron clasificadas bajo el mismo
grupo mediante la técnica del DLST y del arbol filogenético (tabla 8).

Siguiendo los mismos criterios anteriormente mencionados,* 18 de las cepas
control se clasificaron como bacterias no resistentes, y 4 de ellas como MDR al
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mostrar resistencia a carbapenemes, fluoroquinolonas, cefalosporinas de
cuarta generacion o aminoglucésidos, entre otras categorias antimicrobianas.

Piperacilina/
tazobactam
Ceftazidima
Cefepima
Amikacina
Colistina
Aztreonam
Piperacilina
Imipenem
Meropenem
Gentamicina
Tobramicina
Ciprofloxacino
Levofloxacino

Tabla 8. Antibiograma de las cepas control. Verde: sensible; naranja:

sensibilidad intermedia; rojo: resistente; NE: no ensayado.
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DISCUSION

La técnica DLST secuencia dos fragmentos génicos presentes en todos los
aislados de P. aeruginosa, pero con gran variabilidad entre aislados no
clonales. Esto permite diferenciar clones del microorganismo sin tener que
recurrir a la PFGE ni a la secuenciacion completa del genoma del
microorganismo, técnicas complejas y no disponibles en la mayoria de los
laboratorios de microbiologia clinica. Este estudio confirma que la técnica DLST
es util, rapida, sencilla y poco costosa para la deteccion de brotes hospitalarios.
Puede ser utilizada para la rapida identificacion de los mismos ante sospecha
clinico-epidemioldgica, e, incluso, puede aplicarse a todos los aislamientos de
infecciones nosocomiales asociadas a este patdbgeno para conocer la
epidemiologia molecular de P. aeruginosa en cada ambiente hospitalario. Esto
es especialmente interesante en el caso de aislados clinicos multirresistentes
por la repercusion clinica que el rapido control de este tipo de infecciones tiene

a nivel humanistico y econémico.?

Segun los resultados obtenidos, el DLST se trata de una buena herramienta
para la vigilancia epidemiolégica a nivel local en el entorno hospitalario. Ya ha
sido empleada previamente en otras ocasiones para detectar o confirmar
brotes por este microorganismo. Fue utilizada por Blanc et al. para descartar
exitosamente un posible brote por P. aeruginosa, cuyo foco de infeccién se
relacion6 con varias unidades de jabdén de mano del hospital contaminadas con
este patdgeno.'® En otro estudio, realizado en el mismo hospital, fue utilizada
por Tissot et al. para detectar y tipificar un brote de varios afios en la unidad de
cuidados intensivos.'® También se ha visto su utilidad para estudiar las

relaciones filogenéticas entre P. aeruginosa de vida libre acuatica.’

La implantacion de la técnica DLST en el hospital supone una estrecha
vigilancia y caracterizacion de la poblacién de P. aeruginosa. El uso de esta
como intervencion sanitaria para monitorizar las cepas de este patbégeno y

detectar de forma temprana un posible brote puede ayudar en la prevencion de
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su transmision y la aparicion de resistencias adoptando las medidas

oportunas.!®

El coste por muestra de la técnica fue de 20 euros de media. Ademas, la
infraestructura necesaria para llevar el trabajo de laboratorio a cabo no es tan
cara comparada con la utilizada para la PFGE. Los resultados del analisis de
las secuencias estan disponibles en una semana y el protocolo descrito puede
realizarse en cuestion de un par de dias, mientras que los resultados de la
PFGE tardaron mas de una semana en obtenerse para confirmar el brote y

supone un gasto econdémico superior para el hospital comparado con el DLST.

Existen numerosos estudios en los que se defiende que las intervenciones para
prevenir las infecciones nosocomiales disminuyen los costes hospitalarios, sin
embargo, muchos no tienen en cuenta el coste de las propias intervenciones
aplicadas y carecen de una buena calidad metodol6gica.’® Por esta razon,
seria recomendable realizar un estudio econémico en un futuro para confirmar
que la técnica DLST es coste-efectiva como intervencion de vigilancia

epidemioldgica.

Por otra parte, se ha de destacar que se contribuyé a enriquecer la base de
datos del DLST con dos nuevas variantes alélicas no registradas hasta el
momento: el alelo nimero 124 para el locus ms172 y el alelo nimero 202 para

el locus ms217.

En cuanto a las limitaciones del estudio, debe tenerse en cuenta que, segun la
evidencia reciente, la filogenia inferida a partir de los datos obtenidos con la
técnica del MLST no llega a representar totalmente la realidad evolutiva,
aunque se haya usado anteriormente en alguna ocasion.?%?! Esto es debido a
que los siete genes estudiados no contienen tanta informacion como todo el
genoma de un microorganismo.??> Por tanto, en el caso del DLST que

anicamente utiliza dos, el arbol filogenético se debe interpretar con precaucion.

Asimismo, para la cepa control nimero 12 se obtuvo el mismo tipo DLST que

en todas las cepas caso, el 52-44. No se encontr6 relacion directa entre dicha
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muestra y el brote producido, ya que la cepa provenia de un paciente ingresado
en un servicio diferente al del brote y durante un periodo de tiempo también
distinto. Aunque el mecanismo por el que pudo haberse transmitido se
desconoce, no se pudo descartar con total seguridad que esta cepa no

perteneciera al brote hospitalario.

Otra de las limitaciones es el bajo nUmero de muestras incluidas en el estudio.
No obstante, la técnica tiene éxito al clasificar bajo un mismo tipo DLST las
cepas que causaron el brote confirmado, ocurrido entre febrero y agosto de
2017 en el HGUA, y bajo un tipo DLST diferente al resto de cepas. Esto
demuestra que la técnica es util para la deteccion de brotes por P. aeruginosa.
Se requiere la realizacion de futuros estudios de vigilancia epidemioldgica a
largo plazo en el hospital para comprobar que puede implantarse como préactica
clinica rutinaria en la monitorizacion y deteccion prospectiva y precoz de brotes
por este patdgeno, con el fin de reducir costes y la aparicibn de cepas
MDR/XDR.
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CONCLUSION

La técnica DLST se puede aplicar en un futuro a:

o ldentificar y tipificar la poblacion de P. aeruginosa de un entorno
hospitalario.

o Detectar y monitorizar futuros brotes hospitalarios por P. aeruginosa.

o Aumentar el conocimiento sobre los mecanismos de transmision

nosocomial del patégeno.
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