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Resumen

La sepsis, una disfunciéon organica potencialmente letal causada por una respuesta
desregulada frente a una infeccion, es una de las entidades nosolédgicas con mayor morbilidad y
mortalidad a nivel global. Pese a ser secundaria a una infeccidn solo se identifica el agente causal
en el 60 % de los casos y de estos hasta en un 40 % se aislan en el torrente sanguineo. Debido a
ello, el estudio de la presencia de bacterias en la sangre, la bacteriemia, es una de las principales

preocupaciones de la microbiologia clinica.

En este proyecto se ha desarrollado una nueva técnica de extraccidn bacteriana abreviada
aprovechando las caracteristicas liticas de algunos frascos de hemocultivos: el método
Ultrarrapido o método UF. Este método ha sido empleado para la utilizacion de los frascos de
hemocultivo positivos directamente en la identificacion de los microorganismos causantes de la
bacteriemia, para la realizacién de estudios de sensibilidad y para la realizacién de secuenciacion

de genoma completo.

La espectrometria de masas y en especial el MALDI-TOF (del inglés Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization — Time Of Flight) ha supuesto una revolucién en la identificacion de
microorganismos en microbiologia, en este estudio se ha empleado el método UF para la
realizacion de MALDI-TOF desde hemocultivos positivos con buenos resultados. El método UF
ha conseguido mejores resultados que el método empleado previamente en nuestro

laboratorio, el método de doble centrifugacion, siendo ademds mas econdmico y rapido.

El método UF también ha tenido un rendimiento no inferior al método establecido
previamente, el método del tubo separador de suero, para la realizacion de estudios de
sensibilidad automatizados mediante el sistema Phoenix BD, reduciendo también el coste

econdmico y agilizando el proceso.

La secuenciacion bacteriana de genoma completo permite recuperar toda la informacion
genética contenida en una determinada cepa bacteriana. En este caso mediante el método UF
se consigue obtener el material genético bacteriano presente en un hemocultivo positivo y
secuenciarlo obteniendo un genoma con una calidad y cobertura suficientes para su estudio.
Mediante este sistema se consigue recuperar informacién sobre el secuenciotipo bacteriano, los
determinantes de resistencia y virulencia y las estructuras plasmidicas que permiten

vehiculizarlos.



Indice de contenidos

A DT EVIATUIAS eeeuiiiieenirieenierieeeiereeneiereenesereenssereensserssnssesesnssesesnssesssnssssssnssssssnsssssanssssesnssessenssssesnssssennssenes iii
INICE A FIGUIAS .cuveueeerreeeereeeeeetreersestsseeessesesaesesse et s e ssssesesasseesessssse s ssesesssssnsssensssensssssensssensssensenes vi
INTICE U8 TADIAS ..evveenrieeieeeeeeereeesseessesssesssesssesssesssesssesssssssesssesssesssesssesssesasesssesasesssesssesasesssesssesssesssesnns vii
1 Y 4o Yo LU el of e ] T 1
1.1 De SePSiS Y BACLEIIEMIAS ......ccccvveeeieieieieieieiiieiei ettt ettt ettt e et et et eees et esareeaeeseseessassssrsnees 2
1.2 Etiologia de 1G BACLEII@MIQ .............oeeeeieieeeeee e te ettt e e et e e e aa e et e e st eeeateaaesnsees 6
1.2.1  Resistencia antimiCrobiaNa.....cccccuvriiiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e s ebare e e e e e e s esbabaeeeeeesenannes 8
1.3 HEMOCUIEIVO .ottt ettt et e ettt e e e e e ettt a e e e es st e e aeseessstarreeees 10
1.4 [ o KXot [ [ole XN 11
1.5 o (=11 [ole ol (o ¢ DO RS 12
R T8 A T o ToiTo Y o W L= 111 o RPN 12
BT A \V/ =1 o Yo Lo T3 {1 o Vo 4o 1 {ole 3-SR 13
1.5.3  ESPECIrOMEtria 08 MASAS ...cccccuieeeiiiieeeiieeeeiteeeestteeeette e e s rreeesabaeeeetraeesabeeessntseeeessaeesnnens 14
1.6 Sensibilidad NtimMICrOBDIANG ..............eveeiieeeeeeeiiiiieeeeesiiiie e eeessieee e eeesiae e e e e e essiaeeaaaeesessianes 22
1.6.1  METOAOS AE AifUSION....uvreiiiiiiieiiiiiiiee et e e e s et e e e e sesabbaeeeeeeeeenantes 23
1.6.2  METOAOS AE AIlUCION ..uvvveviiiiiieciteeeee ettt e e e s et e e e e e sesbbbbeeeeeeeeenantes 25
1.6.3 Sensibilidad antimicrobiana de hemocultivo dir€Cto ........cccvuuvveeiiiiiiiiiiiieiec e 27

1.7 S@CUCNCIACION MASIVA ..vssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnns

1.7.1  Secuenciacion de primera generacion
1.7.2  Secuenciacién de segunda generacion

1.7.3  Secuenciacion de tercera eNeration.......cccccvueeeeiciieeeeiiee e ereee e see e e e sree e esaee e e sar e e e e saaee e e sanes
1.7.4  Secuenciacidn masiva €n Bacteriemias ......cccvveeriieriiieniiieeiiesneeesee s e eeee s eeseeessaee s 39
HIpOteSiS Y ODJELIVOS ...cceeeeeeeeeiiieeiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseessssssssss s s s s s s s s s snnnnnnnnnnnnnnnnnnn 41

2.1 HiDOTESIS Q@ tIADGJO ...ttt e e et e e ettt e e e et e e e e assa e e s tsaseeaatseaensssees
2.1.1  HipOtesis PriNCIPal ....ccccuiee ettt et e e et e e et e e e et a e e e e bae e e ettae e eeaaaeeeareaean
2.1.2 Hipdtesis secundarias

2.2 (0] o 1= VoK =] =2 () Lo | Lo TSR
2 2 R O] o] =1 4 1Yo oL 1 Vol o Y- SRR

2.2.2  Objetivos secundarios

[\ E 1T gt 1 IV Y =] o T« Lo X3RN 44
3.1 Evaluacion del rendimiento del método UF para la identificacion mediante MALDI-TOF ........ 45
I8 Y 1 ool o We [ P T 1 TU =T o = T PSPPSR 45
3.1.2  Identificacion desSde COlONIA ....icvuiiiciiiiiie ittt re b e saaeesbae e saaeeree s 45
3.1.3 Método de centrifugacion diferencial ..........cccccoueiieiiiee e 46
3.1.4  MELodo URIArrdpido ......eeeeeeiiie ettt ettt e e e et e e et e e e et a e e e etaeeeeateeeeeasasaeeareaaas 46
3.1.5  ANALiSiS @StATISTICO...eertiiiriieriii ettt ettt e nba e sar e naee s 48
3.2 Evaluacion del método UF para la realizacion de estudios de sensibilidad antimicrobiana.....48
3.2.1 Seleccidn de muestras
R I A Y 1= doTe Lo Ty 7 [ o = OO POTP PO TOPPOPR PR
3.2.3 Meétodo del tubo separador A& SUBKO ......cc.eeeeeiiiiieiiiee et ettt ettt e it e e aae e e e areeeas 48



3 N V< oTe [o MU 14 2= 4 - o1 e [o TS SUUR 49

3.2.5 Interpretacion de los resultados y analisis estadiStiCo ........eevevveiiriiieeiniiieeeccceee e, 51
3.3 Evaluacion del método UF para la preparacion de librerias de secuenciacion masiva............. 51
3.3.1 Seleccion de muestras y preparacion de 1os hemocultivos ........ceevevieeiiiieeinniiie e, 51
3.3.2  EXLracCion @ ADN ....cooiiiieiiiiiieeiiiee e siiee e ettt e s stte e e site e e s sate e e ssateeesabaeessabaeeeesbeeesnnaeeesnaaeean 52
3.3.3 Preparacion de libreria, cebado de la flowcell y secuenciacion ...........cccocceeeevveeeccveeesnnennn. 53
3.3.4  Analisis BIOINFOrMATICO ..eoviiriiiiiieiiie e e eesaee s 53
3.3.5 Valoracion por el comité ético de inVestigacion..........cceevvveeeecieie e 57
4 RESUITATOS .. cuuuerriiiiiiiiiineeetiiiisissisnnseesssisssssssssssssssssssssssssessssssssssnsssssssssssssssnsesssssssssssnnsassssssssssnns 59
4.1 Evaluacion del rendimiento del método UF para la identificacion mediante MALDI-TOF ........ 60
4.1.1  CoNCOrdanCia BENEIAl.....coiuiiiiiiiiee ittt ettt et e et s e b e st e et enee s 61
4.1.2  Bacterias Gram NEZAtIVAS .....ccueiiiriiiiiiiiii ettt 61
4.1.3  Bacterias Gram POSITIVAS ......ccueeriiriieiiiiiie et e e et e s e s sre e s e e e sennne e e snneeeas 61
A - ¥ Tt < I T Fo 1T o] o - SRR 62
4.2 Evaluacion del método UF para la realizacion de estudios de sensibilidad antimicrobiana.....64
s R [ =1 o 1 or= ol To o H ORI 64
4.2.2  ReSiStencia antimiCrobiana.......covueeiieiniieeiiierie ettt sre e s e b sars 65
4.3 Evaluacion del método UF para la preparacion de librerias de secuenciacion masiva
4.3.1 Concentracion y calidad del ADN eXtraido ........ccocueeeueeriieniieeniieeiee et
4.3.2 Numero de lecturas y profundidad de secuenciacién
4.3.3  Andlisis de secuencias crudas (FaW SEQUENCES) ........cccueecveeeieesieeeieesiteeeieessteessseesseeesseesnns
4.3.4 Andlisis de genomas ensamblados ........c.coviiiriiiiiiiniiei e
5 T oL U T N 82
5.1 Evaluacion del rendimiento del método UF para la identificacion mediante MALDI-TOF ........ 83
5.2 Evaluacion del método UF para la realizacion de estudios de sensibilidad antimicrobiana .....85
5.3 Evaluacion del método UF para la preparacion de librerias de secuenciacion masiva............. 87
6 L0 0 1] 11 o =N 95
7 27 o]0 T - N 97
Y 4T o PPN 119
Y 015 (o I ORI 120



Abreviaturas

16S rARN: subunidad 16S del acido ribonucleico ribosomal
ACCP: American College of Chest Physicians

ADN: acido desoxirribonucleico

ARN: acido ribonucleico

ATP: adenina trifosfato

ATU: Area of Technichal Uncertainty

BLEE: betalactamasa de espectro extendido

CARD: Comprehensive Antibiotic Resistant Database

CC: complejo clonal

CGE: Center for Genomic Epidemiology

CHCA: 2.5-dihidroxi benzoico

CLSI: Clinical and Laboratory Standarts Insititute

CMI: concentracién minima inhibitoria

CMY: cefaciminasa

CTX-M: cefotaximasa

DC: método de centrifugacion diferencial

ddNTP: didesoxinucledtido

DHA: betalactamasa de Dharan

dNTP: desoxinucledtido

ds: desviacion estandar

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

EPINE: Estudio de prevalencia de las infecciones nosocomiales en Espafia
EUCAST: The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

GC: Guanina-Citosina



H*: Protén

HAC: High Accuracy Basecalling

HCCA: acido a-ciano-4-hidroxicinamico

HSM: Hospital Santa Marina

HUB: Hospital Universitario Basurto

INR: International Normalized Ratio

IRAS: Infecciones relacionadas con la asistencia sanitaria
ITU: Infeccién del tracto urinario

KPC: carbapenamasa de Klebsiella pneumoniae
Ipm: latidos por minuto

MALDI-TOF: Matrix Assisted Laser Desorption/lonization — Time Of Flight
ME: major error

mE: minor error

MGA: Microdroplet Growth Assay

MLST: multilocus sequence typing

MS: mass spectrometry

NDM: carbapenemasa Nueva Dehli

NGS: next neneration sequencing

ompK: outer membrane protein Klebsiella
ONT: Oxford Nanopore Technologies

OXA: Oxacilinasa

PBP: penicillin binding protein

PCR: polimerase chain reaction

PPi: pirofosfato

gSOFA: quick Sequential Sepsis-related Organ Failure Assesment Score



RAST: Rapid Antimicrobial Susceptibility Testing

SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina

SCCM: Society of Critical Care Medicine

SEIMC: Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica
SHV: betalactamasa sulfhidrilo variable

SOFA: Sequential Sepsis-related Organ Failure Assesment Score
SOLiD: Sequencing by Oligo Ligation and Detection

SRIS: sindrome de respuesta inflamatoria sistémica

SST: Serum Separator Tube

ST: secuenciotipo

TEM: betalactamasa Temoneira

TOF: Time Of Flight

UF: método de extraccién ultrarrapido

UFC: unidades formadoras de colonias

VFDB: The Virulence Factor Database

VIM: Verona integron-encoded metallobetacalactamase

VME: very major error

WGS: Whole genome Sequencing

WIMP: “What’s in my pot?”

ZMW: Zero-mode-waveguide



Indice de Figuras

Figura 1: Algoritmo diagndstico de Sepsis (SEPSIS-3). ..uiiiuiiiirriiieiiierieesreeseesrreesreessreeesaeeeens 5
Figura 2:Esquema técnico del funcionamiento del MALDI-TOF. ......ccccceviviiieieriiieeesiiieee e 17
Figura 3: Representacidn grafica de los tiempos necesarios hasta la identificacién definitiva en
[0S diversos MEtodos PreSENtAdOS. .......uii i ciiii ittt e e e e e sraee s 20
Figura 4: Representacidn grafica de las técnicas de determinacidn de la sensibilidad
antimicrobiana MAs CONOCIAOS. ....ccoiiiiiiiiiie ettt s sab e s 23
Figura 5: Representacion grafica de la base enzimatica de la Pirosecuenciacion. .........cc......... 32

Figura 6: Representacién esquematica del proceso de secuenciacién mediante la tecnologia de

LHTUIMING. et b e st s et e et e et e b e e s bt e sbe e sab e e bt ea b e e bee bt e sbeesaeeeaneereen 35
Figura 7: Principio de accidn de la tecnologia de secuenciacién PacBIO. .........cccceeeecvieeeennnennn. 36
Figura 8: Funcionamiento de la Tecnologia de Oxford Nanopore. ........cccccveeeeciveeeeciveeeeeeneenn, 38
Figura 9: Representacién esquematica de los tres métodos de identificacién empleados........ 47
Figura 10: Diagrama de los tres flujos de trabajo ......ccceeeeeciiiieeciieeeccee e 50

Vi



Indice de Tablas

Tabla 1: Criterios diagndsticos de SePSIS (SEPSIS2) .uuriiiiiiieiiiiiieeciieee e eciee e e eeree e e e evre e e 3
Tabla 2: SOFA (Sequential [Sepsis-Related] Organ Failure SCore) .......ccocoveveeecieeeecciee e 4
Tabla 3: Porcentaje de sensibilidad de aislados de hemocultivos del Hospital Universitario de

[ (o I 5 LU ) TSR 8

Tabla 4: Porcentaje de sensibilidad de aislados de hemocultivos del Hospital Santa Marina

(HSIM) ettt sttt et s st et en e e et s st es e et s et en s s een et eseneneeeanes 8
Tabla 5:Categorias de fiabilidad de la identificacion para el sistema Bruker Biotyper............... 18
Tabla 6: Identificacion definitiva de los 157 aislados analizados en este estudio ...................... 60

Tabla 7: Score medios y tasas de concordancia entre los métodos ultrarrapido (UF) y de
centrifugacion diferencial (DC) con el método de referencias. .......ccceeeveeeeecveeeeecireeeececreee e 63
Tabla 8: Identificacion de los diferentes aislados incluidos en el estudio, asi como el niumero
de errores incluidos en las diferentes especies bacterianas.........cccccveeeveeeerciieeecceee e 65
Tabla 9: Tasas de concordancia entre los métodos ultrarrapido (UF) y el tubo separador de
VLT oo I ) ) TSRS 66
Tabla 10: Resumen de datos de calidad de extraccion y de secuenciacion de las muestras

0 F= 1172 Lo £ 1SR 68
Tabla 11: Asignacion taxondmica de lecturas obtenidas mediante secuenciacion por el
programa WIMP comparada con la identificacién mediante MALDI-TOF.........cccccceeecvveeeecnnnennn. 70
Tabla 12: Comparacién de los genes de betalactamasas encontrados en las diferentes bases de
datos, con secuencias crudas 0 ya ensambladas ........cccceeeeiiiiiiiiiie e 73

Tabla 13: Evaluacion del tiempo necesario para la identificacion de ST y genes de resistencia

con respecto al resultado definitiVo......c..eiieciiiiii e 74
Tabla 14: Comparacién entre Fenotipo y Genotipo de resistencia antimicrobiana.................... 76
Tabla 15: Tamafio de contigs, estructuras plasmidicas y determinantes de resistencia............ 78
Tabla 16: Determinantes de virulencia segun las bases de datos Kleborate y VFDB.................. 81

vii



1 Introduccion



1.1 De Sepsisy Bacteriemias

La propia definicidon de la sepsis ha ido evolucionando con el mayor conocimiento y
experiencia adquiridos en el tratamiento y manejo de este sindrome y con numerosos estudios
en el ambito de los cuidados intensivos, bioquimica, inmunologia y, por supuesto, también
microbiologia (1). Debido a la importancia clinica de esta entidad nosoldgica, y a la ausencia de
definiciones consensuadas de la misma, en 1991 el American College of Chest Physicians (ACCP)
y la Society of Critical Care Medicine (SCCM) desarrollaron las definiciones del sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica (SRIS), la sepsis, la sepsis grave, el shock séptico y el sindrome
de disfuncion multiorganica en el documento Sepsis 1 (2). Ademads, en el consenso se
determinaron cuatro criterios definitorios de SRIS: [1] temperatura > 38 °C o menor de 36 °C,
[2] taquicardia (> 90 latidos por minuto (Ipm)), [3] taquipnea (> 20 respiraciones por minuto) o
una PaCO; < 32 mmHg y [4] leucocitosis (>12.000 leucocitos/mm3), leucopenia (<4.000
leucocitos/mm3) o desviacién izquierda (recuento de neutréfilos inmaduros en sangre periférica
210 %). Segun Sepsis 1, se trata de un SRIS ante la presencia de 2 o mas de los criterios
anteriores. Si ademas este SRIS se origina en respuesta a una infeccidn seria una sepsis y, en
caso de asociarse a datos de disfuncidn organica, hipoperfusion (con presencia de acidosis
lactica, oliguria o alteracidon aguda del estado mental) o hipotensién se definiria como sepsis
grave. El shock séptico queda definido como la hipotensidn (presidn arterial sistdlica < 90 mmHg
o una reduccidon 2 40 mmHg de la tensidén arterial basal en ausencia de otras causas de
hipotensidn) secundaria a un cuadro séptico, refractaria a medidas de reanimacién con liquidos

adecuadas y con presencia de datos de hipoperfusion.

Estas definiciones supusieron un enorme avance en la estandarizacién de la descripcion
de los pacientes sépticos y han sido empleadas en numerosas ocasiones en la elaboracién de
guias terapéuticasy en el disefio de estudios. Son criterios muy sensibles, pero no tan especificos
y es que cualquier paciente que presentase una infeccidon y desarrollase por otra causa 2 criterios
SRIS seria considerado como séptico, aunque no compartiera demasiadas caracteristicas clinicas

ni prondsticas con pacientes verdaderamente sépticos segun definiciones mas actualizadas.

Debido a estos posibles problemas, en 2001 se formo un nuevo comité de expertos que,
sin variar las definiciones basicas desarrolladas en Sepsis 1, introdujo nuevos pardmetros tanto
clinicos como analiticos con la intencién de reflejar con mayor fidelidad el diagnéstico dinamico
del cuadro clinico a pie de cama en vez de funcionar como criterios de inclusién en ensayos
clinicos (3). En este nuevo consenso el concepto de sepsis contintda siendo un cuadro clinico
caracterizado por una respuesta inflamatoria sistémica secundaria a una infeccién, pero los 4

criterios SRIS de Sepsis-1 se amplian y se intentan adaptar también a la poblacién pediatrica, tal
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y como se indica en la Tabla 1 (Sepsis-2). Las definiciones de sepsis grave y shock séptico se

mantienen.

Tabla 1: Criterios diagndsticos de sepsis (Sepsis-2)

La sepsis se define como la presencia de varios de estos pardmetros en el contexto de una infeccién documentada o sospechada.

Parametros generales . Fiebre (temperatura central > 38,3 °C)

. Hipotermia (temperatura central < 36 °C)

. Taquicardia (>90 Ipm o > 2 desviaciones estandar por encima del valor
normal para la edad)

o Taquipnea (> 30 respiraciones por minuto)

. Alteracion del estado mental

. Edemas importantes o balance hidrico positivo (> 20 ml/kg durante 24h)

. Hiperglucemia (glucosa plasmatica > 110 mg/dl) en ausencia de diabetes

Parametros inflamatorios ) Leucocitosis (> 12.000 leucocitos/mm3)

. Leucopenia (< 4.000 leucocitos/mm3)

. Desviacion izquierda (> 10 % de leucocitos inmaduros)

. Proteina C reactiva elevada (> 2 desviaciones estandar por encima del
valor normal)

. Procalcitonina elevada (> 2 desviaciones estandar por encima del valor

normal)

Parametros hemodinamicos . Hipotension arterial (presion arterial sistolica <90 mmHg, presion arterial
sistolica 2 desviaciones estandar por debajo de la normal para la edad,
presién arterial media < 70 mmHg o una reduccién de la presién arterial
sistdlica > 40 mmHg en adultos)

. Saturaciéon de oxigeno en sangre venosa mixta > 70 % (no util en
poblacién pediatrica)

. indice cardiaco > 3,5 I/minuto/m?

Parametros de disfuncion orgéanica . Hipoxemia arterial (PaO2/FIO, <30)

. Oliguria aguda (< 0,5 ml/kg/h durante 2 horas)

. Aumento de la creatinina > 0,5 mg/dl

) Anormalidades de la coagulacidon (INR (international normalized ratio)
>1.5 o tiempo de coagulacion de la tromboplastina parcial activada >60 s)

o fleo

. Trombocitopenia (plaquetas < 100000/pl)

. Hiperbilirrubinemia (Bilirrubina plasmética > 4 mg/dl)

Parametros de hipoperfusion tisular . Hiperlactatemia (> 3 mmol/l)

. Disminucion del relleno capilar o aparicion de livideces

En la actualidad, segun su definicion mas reciente publicada en 2016 en el tercer
consenso internacional para la definicién de la sepsis y del shock séptico (Sepsis-3), la sepsis es
una disfuncién orgdnica potencialmente letal causada por una respuesta desregulada frente a
una infeccion (3). Esta nueva definicion se diferencia de los anteriores consensos en el concepto

mismo de sepsis, que tanto en Sepsis-1 como Sepsis-2 estaba intimamente relacionado con un



estado marcadamente proinflamatorio, y se desliga de los criterios SRIS como definitorios de
sepsis. Como alternativa a estos criterios se implementan nuevas escalas que permiten estimar
la disfunciéon organica. La escala SOFA (del inglés Sequential Sepsis-related Organ Failure
Assesment Score) combina parametros clinicos y analiticos (4), como se indica en la Tabla 2, y
un aumento de 2 o mas puntos en la misma como consecuencia de una infeccién permite

identificar la disfuncién organica secundaria a un cuadro séptico.

Tabla 2: SOFA (Sequential [Sepsis-Related] Organ Failure Score)

Score
Sistema 0 1 2 3 4
RESPIRATORIO
Pa0; (mmHg)/FiO(mmHg) > 400 <400 <300 < 200 (con soporte <100 (con soporte
ventilatorio) ventilatorio)
COAGULACION
Plaquetas en 103/ul >150 <150 <100 <50 <20
HEPATICO
Bilirrubina mg/dl <1,2 1,2-1,9 2-5,9 6-11,9 >12
CARDIOVASCULAR
Presién  arterial media PAM > PAM < Dopamina <5 Dopamina a 5,1-15 Dopamina a > 15
(PAM) o necesidad de 70 70 ug/kg/min o ug/kg/min o epinefrina | pg/kg/min o epinefrina
drogas vasoactivas mmHg mmHg dobutamina a o norepinefrinaa<0,1 o norepinefrinaa>0,1
cualquier dosis ug/kg/min ug/kg/min
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
Puntuaciéon de la Glasgow 15 13-14 10-12 6-9 <6
Coma Scale
RENAL
Creatinina sérica mg/dl <1,2 1,2-1,9 2-3,4 3,5-4,9 >5
Gasto urinario ml/d <500 <200

Por el contrario, la escala qSOFA (del inglés quick Sequential Sepsis-related Organ
Failure Assesment Score), mediante el uso de tres sencillos pardmetros clinicos ([1] estado
mental alterado, definido como un puntuacién inferior a 15 en la Glasgow Coma Score, [2]
taquipnea, definida como una frecuencia respiratoria mayor o igual que 22 respiraciones por

minuto e [3] hipotensién, definida como una tensidn arterial sistdlica inferior o igual a 100
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mmHg) es una herramienta muy sensible para reconocer a pie de cama la necesidad de
intensificar las medidas aplicadas a un paciente en el contexto del manejo de una sepsis
potencial (3). La presencia de al menos dos de los criterios permite identificar a pacientes con
un elevado riesgo de necesidad de estancias prolongadas en unidades de cuidados intensivos o
muerte, aunque puntuaciones inferiores no descartan la posibilidad de complicaciones y en este

consenso se insta a realizar reevaluaciones repetidas del estado del paciente.

Como consecuencia de esta nueva definicion desaparece el concepto previo de sepsis
grave y el shock séptico se detalla como un subtipo de sepsis en el que las alteraciones
circulatorias, metabdlicas y celulares son lo suficientemente graves como para aumentar la
mortalidad de forma considerable. Los pacientes con shock séptico pueden identificarse, en el
contexto de un cuadro séptico, por la aparicion de hipertension persistente que requiere
vasopresores para mantener una presién arterial media superior a 65 mmHg y un lactato sérico
superior a 22 mmol/I pese a medidas adecuadas de resucitacion hidrica y puede suponer un
exceso de mortalidad hospitalaria de hasta el 40 % (3). Como algoritmo diagndstico de la sepsis,

en el consenso se propone en que se indica en la Figura 1 (3).

Paciente con infeccién

confirmada o sospecha
de infeccion

Monitorizar
clinicamente,
reevaluar segin
indicacion clinica

Sospecha de sepsis
aun elevada

Si

Determinar /
disfuncién organica %

A pesar de reanimacién con

liquidos adecuada:

1. Necesidad de vasopresores
para mantener TAM > 65

mmHg.
. Lactato sérico >2 mmol/l.

Figura 1: Algoritmo diagndstico de Sepsis (Sepsis-3).

Pese al consenso existente en la importancia de la sepsis y de su impacto en la morbi-

mortalidad de los pacientes, aun hoy es dificil estimar la carga real a nivel global de este



sindrome (5), pues la amplia mayoria de los estudios sobre su impacto estan centrados en los
paises de rentas altas y existe una falta de informacién importante de los paises de rentas
medias y bajas. No obstante, se estima que en 2017 a nivel global se produjeron unos 50 millones
de casos de sepsis (anteriormente conocidos como sepsis grave) que ocasionaron unos 11
millones de muertes (6). En el estado espafiol la incidencia de sepsis en 2017 fue de 5,7 casos
por cada 10000 habitantes con una mortalidad en torno al 31 % (7). Pese a que la sepsis esta
definida como una respuesta desregulada del organismo frente a una infeccién, el agente causal
se identifica solamente en un 60 % de los casos, y de ellos, hasta en un 40 % de los pacientes ese

microorganismo se aisla en la sangre (8).

El aislamiento de bacterias en muestras sanguineas mediante el hemocultivo permite
realizar el diagndstico microbiolégico de una bacteriemia (9). Del mismo modo, cuando el
microorganismo aislado se trata de un hongo, tipicamente del género Candida spp., se habla de
fungemia o candidemia (10) . La bacteriemia se puede producir no solo por la inoculacion directa
de bacterias al torrente sanguineo, como puede ser el caso de las bacteriemias secundarias a
catéter (11), sino por la traslocacién de microorganismos desde otros focos infecciosos a la
sangre, cuando éstos no son bien controlados. Este fendmeno es especialmente frecuente en
las infecciones de tracto urinario complicadas que son la causa mads frecuente de bacteriemias

en los paises desarrollados (12).

Pese a que en ocasiones se puedan dar bacteriemias secundarias, por ejemplo a
infecciones periodontales o incluso al cepillado de dientes (13) que cursen de forma indolente y
sean autolimitadas (14,15), la bacteriemia y la fungemia generalmente tienen una importante
relevancia clinica por lo que centran muchos de los esfuerzos y recursos de los servicios de
microbiologia clinica en el mundo (9). Es mas, los pacientes con bacteriemia presentan en
algunos estudios una mortalidad a 30 dias de hasta un 22 % (16), teniendo ademdas una mayor
mortalidad cuanto mas se tarde en instaurar un tratamiento antimicrobiano adecuado (17,18).
Precisamente, por el notable impacto en la salud de los pacientes de una correcta identificacion
del microorganismo causal y de la determinaciéon de su sensibilidad antimicrobiana, se han
desarrollado numerosas técnicas que buscan dinamizar el diagndstico de las bacteriemias y los
laboratorios de microbiologia clinica centran sus esfuerzos en asegurar una asistencia de calidad

de forma continuada y reducir el tiempo de emisién de informes microbiolégicos (19).

1.2 Etiologia de la bacteriemia

Los agentes nosoldgicos que con mas frecuencia causan bacteriemias varian entre los

diferentes estudios dependiendo tanto de las caracteristicas epidemioldgicas de la poblacion



analizada como de las condiciones higiénico-sanitarias (20). Asi, en la actualidad en paises de
rentas medias y bajas, como Malawi, los microorganismos mas frecuentemente implicados en
las bacteriemias son Streptococcus pneumoniae (en torno al 15 % de los aislados) y Salmonella
enterica serovar Typhi (hasta el 40 % de los aislados en algunos trienios) (21), tendiendo un
fuerte paralelismo con la situacion etioldgica de las bacteriemias en los paises de rentas altas
durante la primera mitad del siglo XX (22). En este caso, se tratan en su mayor parte de
microorganismos con una elevada capacidad patogénica, que son adquiridos sin relacién con la
asistencia sanitaria en pacientes previamente sanos. Por el contrario, en la actualidad en los
paises de rentas altas los microorganismos mas frecuentes son Escherichia coli y Staphylococcus
aureus (23,24) y estan asociados a pacientes mas ancianos y fragiles; por lo que en estos paises
las bacteriemias secundarias a infecciones relacionadas con la asistencia sanitaria (IRAS) son

cada vez mas frecuentes (25).

Entre los focos de origen de las bacteriemias comunitarias destacan el foco urinario y el
foco abdominal, que en el Estudio de Prevalencia de las Infecciones Nosocomiales en Espaiia
(EPINE) de 2021 representan mas de la mitad de los casos (26). El foco urinario es de especial
importancia, que a pesar de que tan solo alrededor del 3-4 % de los pacientes con infeccién del
tracto urinario (ITU) desarrollan una bacteriemia secundaria (27), supone un gran nimero de
casos dada la gran prevalencia de la ITU. Se estima que hasta un 60 % de las mujeres
desarrollaran al menos un episodio de ITU durante su vida adulta (28). Por el contrario, las
bacteriemias relacionadas con la asistencia sanitaria estan en su mayoria asociadas a catéteres

y dispositivos médicos (26).

No obstante, algo preocupante a tener en cuenta es que, tanto en los paises de rentas
medias y bajas como en los de rentas elevadas, se estd observando un aumento muy importante
en la resistencia antimicrobiana (20). Este fendmeno, evidentemente, no es exclusivo de las
bacteriemias, sino que se trata de un fendmeno global. Sin embargo, las infecciones del sistema
circulatorio son de especial gravedad y, por tanto, la falta de tratamientos antimicrobianos

efectivos para tratar estas infecciones alcanza una nueva dimension (17,29).

De acuerdo con los datos del informe de sensibilidad de 2021, la epidemiologia local en
el Hospital Universitario Basurto (HUB) y en el Hospital Santa Marina (HSM), escenario en el que
se ha llevado a cabo el estudio de la presente tesis doctoral, es muy similar a los otros hospitales
del mismo entorno y los microorganismos mas frecuentes son también E. coliy S. aureus (30).
Por las caracteristicas de los pacientes atendidos en ambos hospitales, destaca también una

mayor proporcion de aislamientos resistentes en el HSM que en el HUB, representando en 2021



S. aureus resistente a meticilina (SARM) un 53 % de los aislamientos de S. aureus en muestras
sanguineas en el HSM frente a un 24,2 % en el HUB. De igual manera, el 36,7 % de las
bacteriemias causadas por E. coli en el HSM fueron debidas a productores de betalactamasas de
espectro extendido (BLEE), siendo éstas por el contrario el 9,8 % en el HUB, tal y como se aprecia

en las tablas 3 y 4.

Tabla 3: Porcentaje de sensibilidad de aislados de hemocultivos del Hospital Universitario de Basurto (HUB).

BACILOS GRAM NEGATIVOS n BLEE AMP AMC PTZ CTX ERT MER GN CIP  SXT

Escherichia coli 280 9,3 51,7 689 973 919 100 100 93 79,7 74,2
Klebsiella pneumoniae 48 14,5 69,4 81,6 83,7 939 97,9 85,7 76 81,6
Pseudomonas aeruginosa 29 100  93,3; 100, 86,7

R A AL

Staphylococcus epidermidis 0 46,6 60,3 88,3 100 100 93,2 603 569 74,1
Staphylococcus aureus 58 0 75,8 79,3 100 @ 100 100 @ 100 91,3 | 78,9 100
S. aureus meticilin sensible 44 0 100 75 100 100 100 100 93,1 97,7 100
S. aureus meticilin resistente = 14 0 0 92,8 100 @ 100 100 100 | 85,7 21,4 100
Streptococcus pneumoniae 25 100 1003 91,3 100 - 100 100 - 100 98

Leyenda: AMC (Amoxicilina-clavuldnico), AMP (Ampicilina), BLEE (Betalactamasa de espectro
extendido), CD (Clindamicina), CIP (Ciprofloxacino), CLO (Cloxacilina), CTX (Cefotaxima), DAP
(Daptomicina), ERT (Ertapenem), GN (Gentamicina), LEV (Levofloxacino), LNZ (Linezolid), MER
(Meropenem), PEN (Penicilina), PTZ (Piperacilina-tazobactam), SXT (Cotrimoxazol), TEI
(Teicoplanina) y VAN (Vancomicina). 1Dato de Ceftazidima. ;Dato de Amikacina. ; Dato de
Cefotaxima.

Tabla 4: Porcentaje de sensibilidad de aislados de hemocultivos del Hospital Santa Marina (HSM).

BACILOS GRAM NEGATIVOS n BLEE AMP AMC PTZ CTX ERT MER GN CIP SXT‘

Escherichia coli 36,6 268 488 853 648 97,6 87,8 51,2 69,3
N R A N R A
Staphylococcus aureus 19 0 47,3 73,6 100 100 100 @100 78,9 57,8 100
S. aureus meticilin sensible 9 0 100 77,7 100 100 @ 100 @ 100 100 100 @ 100
S. aureus meticilin resistente 10 0 0 70 100 100 100 100 @ 60 20 100

Leyenda: AMC (Amoxicilina-clavuldnico), AMP (Ampicilina), BLEE (Betalactamasa de espectro
extendido), CD (Clindamicina), CIP (Ciprofloxacino), CLO (Cloxacilina), CTX (Cefotaxima), DAP
(Daptomicina), ERT (Ertapenem), GN (Gentamicina), LEV (Levofloxacino), LNZ (Linezolid), MER
(Meropenem), PEN (Penicilina), PTZ (Piperacilina-tazobactam), SXT (Cotrimoxazol), TEI
(Teicoplanina) y VAN (Vancomicina).

1.2.1 Resistencia antimicrobiana
Muchos compuestos antimicrobianos disponibles en la actualidad, incluyendo la

penicilina, tienen un origen natural, es mas, tanto el desarrollo de sustancias antimicrobianas



como el desarrollo de resistencias a estos compuestos forman parte del proceso adaptativo
natural de los microorganismos y este fendmeno ha sido descrito incluso en bacterias aisladas a
partir de hielo de mds de 12000 afios de antigliedad (31). No obstante, a raiz del descubrimiento
y explotacién de muchos de estos compuestos por el ser humano, se observa un aumento

notable en las tasas de resistencia antimicrobiana (32).

Los antibioticos de la familia de los betalactamicos son unos de los mds extensamente
utilizados en la practica clinica habitual y la resistencia antimicrobiana a los betalactdmicos es,
por lo tanto, una de las mas extensamente estudiadas (33). Este fenédmeno se produce por
diversos mecanismos incluyendo la sintesis de biopeliculas, la pérdida de porinas, la
sobreexpresion de bombas de expulsién o mutaciones en la diana (las Penicillin binding proteins
o PBP), pero el principal mecanismo de resistencia a betalactamicos, incluidos los de amplio
espectro, es la produccion de betalactamasas, enzimas que hidrolizan estos antimicrobianos

(34).

Muchas de estas enzimas tienen un espectro relativamente restringido y estan
codificadas en el cromosoma bacteriano como bla; en S. aureus (35) o la betalactamasa
sulfhidrilo variable SHV-1 producida por K. pneumoniae (36), pero variantes de la misma familia
SHV pueden ser movilizadas mediante plasmidos y afectar a cefalosporinas de tercera
generacion. Es mas, entre las principales BLEE descritas en enterobacterias, las SHV son uno de
los tres principales grupos, junto a las TEM y las CTX-M (37). Otras enzimas que confieren
resistencia a cefalosporinas de tercera generacidon son las cefalosporinasas de tipo AmpC que
pueden ser tanto constitutivas en algunas especies de enterobacterias, como codificadas en

genes plasmidicos como blacwy, blaoua, blarox y blamox (38).

Algunas betalactamasas son capaces también de hidrolizar carbapenems y son
conocidas como carbapenemasas, las mds importantes en el medio en el que se desarrolla el
presente estudio son las pertenecientes a la familia OXA-48 , aunque otras carbapenemasas

como las codificadas por los genes blakec , blanom 0 blayim son cada vez mas frecuentes (39,40).

La resistencia a las quinolonas ha sido también ampliamente estudiada y se han descrito
alteraciones en las dianas tanto en la DNA-Girasa, codificada por los genes gyrA y gyrB, como
en la Topoisomerasa IV codificada por parCy parE (41,42) relacionadas con la disminucion de la
sensibilidad a las quinolonas. También se han descubierto moléculas de la familia de los
pentapéptidos que bloquean la unién de las quinolonas a sus dianas terapéuticas y son

codificadas en elementos maviles por los genes gnr (43).



Por otro lado, también se han descrito mecanismos de resistencia que afectan no solo a
una familia especifica de antibidticos, si no que confieren resistencia a un gran nimero de
sustancias y contribuyen a la disminucién global de la sensibilidad en muchos aislados clinicos.
Especialmente preocupantes son las alteraciones que pueden ser transmitidas mediante
elementos mdviles como es el caso de la porina OgxAB, codificada por los genes ogxA y ogxB, y
confiere resistencia a varias familias antimicrobianas, detergentes y desinfectantes (44) o la
variante de la acetilasa codificada por el gen aac(6')-1b-cr que confiere resistencia simultanea a

aminoglucésidos y quinolonas (45).

1.3 Hemocultivo

Desde los albores de la microbiologia moderna se reconoce la utilidad del hemocultivo
en relacion al diagndstico etioldgico de la bacteriemia y la sepsis (46). La técnica actual es fruto
de la optimizacidn constante producida desde el cultivo directo en medios sélidos (47), pasando
por la utilizacién de medios liquidos (48) y la deteccidn de crecimiento mediante sistemas
radiométricos (49) a los sistemas modernos con monitorizacion fluorimétrica constante de los

niveles de CO; (50).

No obstante, es imprescindible recordar que el correcto procesamiento de los
hemocultivos comienza mucho antes de su llegada al laboratorio de microbiologia clinica y que
una técnica correcta de extraccién es indispensable para poder obtener resultados utiles y
reducir las contaminaciones por microorganismos cutaneos, que tienen un impacto negativo en

la salud de los pacientes (51,52). Por lo tanto, tal y como recomienda en la actualidad la Sociedad

Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC) (9), es de vital
importancia que el profesional encargado de la toma del hemocultivo tenga formacién
actualizada sobre el momento y el lugar de extracciéon, la cantidad de sangre que hay que
obtener, la atmdsfera de los frascos de cultivo (aerobia y anaerobia), el nimero de extracciones
y las condiciones de asepsia que hay que seguir. De hecho, varios estudios evidencian la utilidad

de la formacidn continua especifica en la técnica de extraccién de hemocultivos para reducir la

tasa de falsas bacteriemias, incluso sobre plantillas con amplia experiencia laboral (53-55).

Para diagnosticar una infecciéon aguda, se debe extraer la sangre en el cenit de la
concentracién de bacterias viables en sangre, que generalmente precede a la aparicion de la
fiebre y se suele acompanar de escalofrios (56) y, siempre que la situacion clinica lo permita,
antes de la administracién de tratamiento antibidtico. Las muestras deben ser obtenidas

mediante venopuncién y no a partir de dispositivos intravasculares, salvo cuando se intente
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diagnosticar bacteriemias secundarias a dichos dispositivos y siempre que se acompafien

también de hemocultivos periféricos obtenidos mediante venopuncion (57).

El primer paso de la toma de hemocultivos debe ser la desinfeccién exhaustiva tanto de
la piel del paciente como del tapdén de los frascos de hemocultivo, preferiblemente con
clorhexidina alcohdlica al 2 % (58), esperando el tiempo adecuado para que el antiséptico
desarrolle su efecto (unos 30 segundos en el caso de la clorhexidina). Ademas, es recomendable
utilizar guantes estériles y mascarillas desechables durante la toma de la muestra, asi como no

manipular la aguja con gasas, algodén u otros materiales no estériles que puedan contaminarla.

Otro paso critico en la extraccidon de hemocultivos es el volumen de sangre extraido. Por
un lado, la sensibilidad de un hemocultivo aumenta cuanto mayor volumen se analice (59,60),
pero por otro lado, no conviene inocular demasiado volumen de sangre en los frascos de
hemocultivos para asegurar la accién de los medios incluidos en ellos. Por norma general se
recomienda, siempre que la situacién clinica lo permita, recoger en pacientes adultos 20 ml de
sangre por venopuncion e inocular 10 ml en los frascos aerobios y 10 ml en los anaerobios en al
menos dos tomas separadas entre 10 y 30 minutos (9). En caso de no poder llevarse a cabo, por
ejemplo, por tener que instaurar una terapia antimicrobiana de forma urgente, es
recomendable realizar la extraccién simultaneamente, pero de dos extremidades diferentes.
Debido a su importancia, la medicidon del volumen de llenado de los hemocultivos esta
implantado en muchos de los distintos sistemas comerciales automatizados (61,62) y estos
sistemas permiten implementar programas de formacion continuada especifica a los
profesionales implicados que tienen un impacto positivo en el diagndstico de las bacteriemias

(63).

No retrasar la introduccion de los frascos de hemocultivos en los sistemas de incubacion
automatizados es igualmente importante, ya que la demora en el procesamiento de estas
muestras tiene consecuencias clinicas que pueden llegar a ser graves (64) y, es de nuevo, una
razon de peso para justificar la atencion continuada de los laboratorios de microbiologia clinica

(19).

1.4 Frascos liticos

Ademas del empleo de medios liquidos y de herramientas de monitorizacién del
crecimiento en los sistemas de hemocultivos modernos, otra mejora sustancial en el diagndstico
de las bacteriemias la representa la evolucién de los propios medios de cultivo utilizados.

Durante los afios 80 quedd probada la utilidad de la adicion de resinas anidnicas a los medios.
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Estas resinas neutralizaban los efectos de sustancias bactericidas que podian estar presentes en
la sangre de los pacientes y mejoraban el rendimiento de los hemocultivos (65). Posteriormente,
se observd que la adicion de saponina a los medios aumentaba la recuperacién de los
microorganismos implicados debido, probablemente, a la liberacion de factores de crecimiento
y microorganismos intracelulares que se produce con la lisis de los eritrocitos (50). Esto produjo
el consecuente desarrollo de medios de cultivo suplementados con saponina, como el Bactec
Lytic/10 Anaerobic/F (Becton Dickinson, USA), que mejoraban no solo la recuperacion de
microorganismos con respecto a los medios anteriores sino también presentaban un tiempo

medio de positivizacion inferior (66,67).

En la actualidad, la estrategia empleada en muchos centros, incluido el del presente
estudio, es la combinacién de frascos aerobios suplementados con resinas, como el BACTEC Plus
Aerobic/F (Becton Dickinson, USA), y anaerobios suplementados con saponina como el
mencionado previamente. Esta estrategia parece tener la mayor sensibilidad y el menor tiempo
de positivizacion, sin suponer ningin compromiso aparente (68). Ademas, las caracteristicas
liticas de estos frascos permiten acortar los protocolos de extraccidon necesarios para realizar

identificacion directas desde hemocultivos positivos mediante espectrometria de masas (69,70).

1.5 Identificacion

1.5.1 Tincion de Gram

Un aspecto fundamental para el éptimo manejo de los pacientes bacteriémicos es
obtener informacién precoz y fiable sobre la efectividad del tratamiento antimicrobiano
empirico que se ha establecido. En muchas ocasiones, la primera informacion al respecto es la
propia identificacion del microorganismo causante de la bacteriemia. En ese sentido, una prueba
rapida muy extendida, por su sencillez y utilidad, es la realizacién de la tincion de Gram sobre el
hemocultivo positivo. Esta técnica clasica en microbiologia, descrita por primera vez en 1884
(71), permite la clasificaciéon de las bacterias en dos grandes grupos dependiendo de las
caracteristicas de su membrana. Hoy en dia, la técnica mas extendida es una variacion posterior
de Burke en 1922 (72) que consiste en extender la muestra en un portaobjetos y fijarla mediante
calor. A continuacidn, se afiade un colorante azul-violeta (cristal violeta o violeta de genciana) y
tras esperar un minuto se aclara con agua de forma indirecta para no desfijar la muestra.
Posteriormente, se agrega Lugol durante un minuto y se lava con alcohol acetona. Se vuelve a
aclarar el portaobjetos de forma indirecta con agua y finalmente se realiza la contratincidn con
safranina o fucsina bdsica durante un minuto, tras el cual se vuelve a aclarar con agua de forma

indirecta.
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Aquellas bacterias que cuentan con una membrana celular Unica envuelta en una gruesa
capa de peptidoglicano, retienen el primer colorante azul al ser decolorados mediante el alcohol
acetona, se visualizan azules y son consideras Gram positivas (73). Por el contrario, otras
bacterias con una capa de peptidoglicano mas delgada entre una doble membrana, no
consiguen retener el colorante azul y solo son tefidas por el contracolorante, por lo que se
visualizan de color rosado y se conocen como Gram negativas (73). Algunas especies como las
pertenecientes a los géneros Mycobacterium (74) o Mycoplasma (75), no pueden clasificarse
mediante esta tincién por la estructura de la pared celular con dcidos micélicos de las primeras

o por la ausencia de pared celular de las segundas.

Por lo tanto, esta técnica permite clasificar a los microorganismos en grupos por su
morfologia y las caracteristicas de su membrana (cocos Gram positivos en racimos, cocos Gram
positivos en cadenas, bacilos Gram negativos, levaduras...), ademas, ha demostrado ser de gran
utilidad clinica y tener un impacto notable en la eleccién mas adecuada del tratamiento empirico
de las bacteriemias (76,77). Asimismo, esta preparacion nos puede ayudar a discernir
bacteriemias polimicrobianas en las que el retraso diagndstico puede entorpecer la evolucion

clinica del paciente (78).

1.5.2 Meétodos fenotipicos

No obstante, la tincion de Gram por si sola no permite la identificacion a nivel de especie
de un microorganismo, lo cual es deseable conocer con la mayor presteza posible, puesto que
microorganismos con morfologias similares no tienen por qué compartir fenotipos de
sensibilidad esperada similares. Asi, por ejemplo, ante la aparicién de un hemocultivo positivo
con bacilos Gram negativos es primordial poder distinguir con celeridad si la infeccidon esta
causada por Escherichia coli y puede ser sensible a cefalosporinas de tercera generacién o por

Pseudomonas aeruginosa y debemos utilizar farmacos antipseudomanicos (79).

Clasicamente, la identificacidn bacteriana en los laboratorios de microbiologia clinica se
ha realizado mediante métodos fenotipicos, basados sobre todo en las diferentes capacidades
metabdlicas que presentan los microorganismos. Asi, entre otras caracteristicas se estudiaba la
morfologia de la colonia en la tincién de Gram, la hemdlisis, la capacidad de crecer en medios
diferenciales, el metabolismo de diversos azucares o la reduccidn de nitratos. Estos perfiles
bioquimicos son recogidos en tablas de frecuencia que permiten clasificar los microorganismos

en especies (80,81).
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Este amplio repertorio de diversas reacciones bioquimicas fue sintetizado
posteriormente en dispositivos como, por ejemplo, el API®-20E (82) para la identificacién de la
familia Enterobacteriaceae o los paneles de identificacidon de los sistemas automatizados de
sensibilidad como el Phoenix (83) (Becton Dickinson, USA), el Vitek (84) (Biomerieux, Francia) o

el Microscan (85) (Siemens, Alemania).

Pese a que estos métodos son suficientemente sensibles y especificos para la
identificacion microbiana (82), la mayoria requiere de un tiempo de incubacién moderado y en
el caso de los hemocultivos deben ser realizados de subcultivos en medios sélidos para alcanzar
una identificacidn de especie. Esto provoca una demora en la identificacién de hasta 48 horas y,
por ello, han ido siendo desplazados por técnicas mas modernas y rapidas. Aunque
indudablemente estas técnicas bdsicas aun son de enorme utilidad en los laboratorios de
microbiologia y hay situaciones en las que aun no pueden ser sustituidas, como por ejemplo en

la diferenciacidén entre Escherichia coliy Shigella spp. (86).

Ademas, algunas de estas pruebas por su rapidez y sencillez de uso siguen siendo aun
hoy utilizadas en muchos laboratorios de microbiologia clinica como, por ejemplo, la prueba de

la catalasa, la capacidad de reduccién del peréxido de hidrogeno (87) o de la oxidasa (88).

1.5.3 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas y en particular el MALDI-TOF (del inglés Matrix Assisted
Laser Desorption/lonization — Time Of Flight) ha supuesto una de las mayores revoluciones en la
microbiologia clinica durante los Ultimos afios. La facilidad de uso y la fiabilidad y rapidez de sus
resultados, permiten la identificacién de microorganismos a nivel de especie en cuestion de
minutos y lo han convertido en una piedra angular de los laboratorios de microbiologia

modernos (89,90).

El desarrollo de la espectrometria de masas se le atribuye en gran medida a la quimica
analitica, disciplina que desde el inicio del siglo XX ha impulsado grandes avances con respecto
a la espectrometria. Lo que conllevd la entrega de varios Premios Nobel de Quimica, a Francis
William Aston en 1922, por el uso de un espectrémetro de masas para descubrir un gran nimero
de isétopos no radiactivos, a Hans Dehmelt y Wolfgang Paul en 1982 por el desarrollo de la
trampa de iones, a John Bennet Fenn y Kochi Tanaka en 2002 por la ionizacidn por “electrospray”

y desorcidn por laser suave.

En microbiologia, desde la segunda mitad del siglo XX queda probada la posibilidad de

diferenciar microorganismos en funcidon de su composicion quimica. En un principio, se
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introducen técnicas como la cromatografia de gases (91) y poco después se desarrollan técnicas
de espectrometria de masas que describen espectros de masa Unicos para diferentes géneros y
especies de microorganismos (92). El descubrimiento de técnicas de desorcidn/ionizacién y
sobre todo el desarrollo de procesos de ionizacién suave como el MALDI permitieron que en
1996 Holland et al. describieran la obtencidn de espectros caracteristicos de bacterias intactas
que permiten su clasificacion (93). Este trabajo fue el punto de partida para la aparicién de un
gran numero de otros proyectos que evidenciaron la utilidad del MALDI-TOF para la
identificacion de los microorganismos (94—98) y que propiciaron el desarrollo por parte de la
industria de sistemas especificamente disefiados para su uso en el laboratorio de microbiologia

como el MALDI-Biotyper (Bruker, Alemania) (99) o el Vitek MS (Biomerieux, Francia) (100).

Un espectrémetro de masas como el MALDI-TOF se compone basicamente de: un laser
gue produce la ionizacién y desorcién de la muestra gasificdndola; de un tubo de vuelo que es
capaz de clasificar esas moléculas en funcién de su relacién masa-carga (m/z); y de un detector,

en este caso del tiempo de vuelo (TOF) (Figura 2).

Un componente vital para el funcionamiento de estos equipos y su uso para identificar
microorganismos es la propia matriz, que en el caso de la mayor parte de aplicaciones de
microbiologia se tratan de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA) o 2.5-dihidroxi benzoico
(CHCA). Estas sustancias estan compuestas por acidos de pequefio tamafio y con una absorcién
Optica elevada para la longitud de onda utilizada en el laser de MALDI-TOF que al cristalizar con
la muestra permiten que se puedan volatilizar moléculas de elevado peso molecular, como

pueden ser las proteinas, de forma integra (101).

Existen varios protocolos de preparacién de la muestra para la identificacidn bacteriana.
Uno de los mas extendidos por su facilidad y rapidez es la transferencia directa (102). Este
método recomendado por los fabricantes consiste en transferir en torno a 1 pl de colonia
directamente a la placa de MALDI-TOF y extenderla (Figura 2). Para procesar algunos
microorganismos mas resistentes a la lisis como, las levaduras o ciertos microorganismos Gram
positivos, los fabricantes recomiendan afiadir 1 pl de acido férmico al 70 % y dejar secar a

temperatura ambiente. Por uUltimo, afiadir también 1 ul de matriz y dejar secar.

Posteriormente, la placa se introduce en el espectrémetro de masas para ser procesada.
Un laser vaporiza las moléculas presentes en la muestra cristalizada y éstas ionizadas y en forma
gaseosa, son ordenadas en el tubo de vuelo por su relacidn m/z, para a continuacién ser

procesadas en el detector. Como resultado obtenemos un espectro en el que estan
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representados la m/zy la intensidad de cada pico, que puede ser entendido como la abundancia

relativa de las moléculas que componen ese pico. (Figura 2)

Para la identificacion de microrganismos mediante MALDI-TOF el rango de m/z
comunmente empleado es de 2 a 20 kDa (103), que se corresponde en su mayoria con las
proteinas ribosomales (104), que son facilmente ionizables. Estas son una diana extensamente
utilizada para la caracterizacidon de microorganismos por otras técnicas como la secuenciacién
de la subunidad 16S del acido ribonucleico ribosomal (16S rARN) y, ademas, su expresion no se
ve tan influida por las condiciones de crecimiento del microorganismo (105). Todo ello explica
la alta correlacidn observada entre las identificaciones mediante MALDI-TOF y otras técnicas de
identificacion de microorganismos, especialmente el tipado mediante la secuenciacion del 16S

rARN (106).
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Figura 2: Esquema técnico del funcionamiento del MALDI-TOF.

La muestra se mezcla en una placa con la matriz y tras la cristalizacion se introduce en el equipo. Tras la generacion
de vacio la muestra es bombardeada con un Idser que vaporiza y carga algunas moléculas de la muestra. Estas
moléculas desorbidas e ionizadas se aceleran en un campo eléctrico de alto voltaje y se lanzan hacia un tubo de vuelo
con vacio. Los iones de mayor tamafio vuelan mds lento que los de menos tamaiio hasta que llegan al detector. Los
analitos son separados teniendo en cuenta su tiempo de vuelo (TOF) y se compone un espectro que auna el ratio masa
carga (m/z) con la intensidad y este espectro es comparado con una base de datos de la que se obtiene una
identificacidn a nivel de especies. Adaptado de A. Croxatto et al (101).

Estos espectros son comparados con los de la base de datos y se otorga un valor
numérico que representa la similitud del espectro obtenido con los presentes en la base de
datos. Por ejemplo, en el sistema de Bruker el espectro se descompone en una lista de picos que
posteriormente es comparada con la base de datos y otorga una razdn logaritmica de similitud

conocida como score. Esta puntuacidn tiene una magnitud de 0 a 3 y cuanto mayor es, mas
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similar es el espectro obtenido a los presentes en la base de datos. Una vez realizado este analisis

el equipo sefiala por cada muestra analizada los diez resultados con un mayor score.

Este score permite, a su vez, una categorizacion de los resultados en funcion de su
fiabilidad. En la actualidad, se consideran que los scores superiores a 2 son resultados fiables
(Tabla 5). Los resultados con scores ente 1,70 y 1,99 son resultados de poca fiabilidad y se
recomienda repetir la determinacidn con alguna extraccidn o pretratamiento previos. Por
ultimo, los resultados por debajo de 1,7 no se consideran fiables y el sistema los suele informar
como “sin identificacidon posible”. No obstante, diversos autores han demostrado que en
algunas situaciones especiales, como pueden ser la identificacién de micobacterias y hongos
filamentosos, incluso los valores por debajo de 1,7 pueden ser correctos y, por lo tanto, de

utilidad clinica (107,108).

Tabla 5:Categorias de fiabilidad de la identificacion para el sistema Bruker Biotyper

Rango Interpretacion Color
2,00 - 3,00 Identificacion de alta fiabilidad -
1,70 -2,00 Identificacion de baja fiabilidad Amarillo

1. En caso de haber obtenido este score mediante el método de transferencia

directa, repetir la determinacién mediante un método de extraccion.

2.  Encasode haber obtenido este score mediante un método de extraccidn, informar

como “Identificacion de baja fiabilidad”

<1,70 Sin identificacion posible

1. En caso de haber obtenido este score mediante el método de transferencia

directa, repetir la determinacién mediante un método de extraccion.

2.  Encasode haber obtenido este score mediante un método de extraccidn, informar

como “Sin identificacidn posible”

En definitiva, el MALDI-TOF acorta el tiempo necesario para obtener una identificacion
concluyente, desde las horas o incluso dias necesarios para una identificacion bioquimica fiable,
a unos pocos minutos. En el caso concreto de los hemocultivos positivos, esto supone un cambio
notable: de poder informar resultados fiables sobre la identificacion en las 48 horas desde que
el hemocultivo positiviza (con el método bioquimico) a tenerlos en las primeras 24 horas desde

la positivizacién desde un subcultivo en medio sélido (109).
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Sin embargo, mediante el MALDI-TOF es posible agilizar ain mas la identificacién de los
microorganismos causantes de la bacteriemia (Figura 3). Uno de los métodos mas sencillos y
extendidos, conocido como “MALDI-gota”, consiste en realizar un subcultivo de un hemocultivo
positivo con un alto inéculo en un medio de sdélido, donde el objetivo no es tanto conseguir
colonias aisladas como en un subcultivo tradicional, sino en conseguir una masa bacteriana
suficiente en el menor tiempo posible (110). Generalmente, se procede a inocular al menos una
gota de hemocultivo en agar chocolate sin extenderla y se incuba durante 3 horasa 37 °Cen una
atmodsfera con un 5 % de CO,, para realizar la técnica de inoculacién directa sobre la placa de
MALDI-TOF descrita previamente (111). Este método tiene como ventaja mas clara su sencillez
y el bajo coste tanto material como personal para poder ser implantado, pero, por otro lado,
requiere de algo mas de 3 horas para obtener una identificacién. Ademads, hay microorganismos
gue no crecen en esas condiciones de incubacion (medio, atmdsfera o tiempo de incubacidon) o
situaciones en un laboratorio de microbiologia donde no resulta practico, como, por ejemplo,
en aquellos centros de trabajo con horarios restringidos hasta las tres de la tarde en aquellos
hemocultivos que positivicen a partir de las 12 de la mafiana, donde evidentemente no otorgard

ninguna ventaja con respecto a la identificacién sobre un subcultivo tradicional.

Otro abordaje interesante para dinamizar el proceso diagnéstico etioldgico de la
bacteriemia mediante el MALDI-TOF es utilizar directamente el hemocultivo positivo para
realizar la deteccion del microorganismo, prescindiendo asi del subcultivo en medio sélido y
mejorando, por lo tanto, el tiempo de obtencion del resultado. Se han descrito numerosas y
diferentes técnicas tanto de elaboracién propia (112,113) como comerciales (114).
Generalmente suelen consistir en medios, ya sea quimicos o fisicos, para conseguir separar en
la medida de lo posible las células bacterianas de los componentes tanto de la sangre como del
propio medio presente en los frascos de hemocultivos. Uno de los mas extendidos, es el
protocolo de centrifugacién diferencial que se basa en medios fisicos, con centrifugaciones con
distinta intensidad, para conseguir un pellet en su mayoria bacteriano (115). En otros casos se
opta por la utilizacién de saponina (116) como paso previo a la centrifugacién para obtener

también un producto lo mas parecido a una colonia de microorganismo.

Las soluciones comerciales, como el Sepsityper (Bruker, Alemania) (117), pese a suponer
un incremento notable en el precio por determinacion, favorecen la estandarizacion de este tipo
de técnicas y en este caso ademds, van acompafadas de soluciones a nivel de software
interesantes. Este programa incluye un modulo de andlisis dedicado exclusivamente a las
bacteriemias, que mejora los score de los espectros obtenidos, elimina del analisis picos

especificos presentes en hemocultivos que interfieren en el analisis de los espectros (118), o
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intenta, incluso, subsanar una de las mayores limitaciones de este tipo de técnicas directas como

son los hemocultivos mixtos (119).

15-30 min

34h

o, 16-24h

A 4

4 16-24h 16-24 h

Figura 3: Representacion grafica de los tiempos necesarios hasta la identificacién definitiva en los diversos métodos
presentados.

(1) Método de identificacion directa desde hemocultivo positivo requiere entre 15-30 min; (2) MALDI-gota con un
tiempo hasta resultado de unas 4 horas; (3) Identificacion de subcultivo en medio sélido que necesita unas 24 horas;
(4) Método bioquimico que lleva unas 48 horas hasta obtener un resultado definitivo.

La utilidad del MALDI-TOF no se limita a permitir una identificacion rapida y fiable, sino
que esta técnica también permite inferir datos sobre la sensibilidad antimicrobiana utilizando
diversos mecanismos como: la aparicidon de picos especificos que sirvan como marcador de
cepas con una determinada resistencia, el analisis de los picos de los productos de hidrdlisis de
un determinado antibidtico o la deteccidn de crecimiento en presencia de un determinado
antibidtico.

Mediante el andlisis detallado de los espectros de algunos microorganismos se han
conseguido detectar marcadores de resistencia especificos que permiten generar modelos que
diferencien los microorganismos resistentes de algunas especies bacterianas; por ejemplo, la
presencia de un pico a 2415 m/z en espectros de Staphylococcus spp., se asocia a la presencia
de la proteina PSM-mec que se puede encontrar en el casete genético de clase mecA lo que
permite predecir la resistencia a meticilina de los mismos (120). Se han descrito técnicas
similares para detectar la presencia de enzimas KPC en Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae
(121,122), vanA en Enterococcus faecium (123) o CfiA en Bacteroides fragilis (124). Un abordaje

similar permite reconocer el clon de alto riesgo ST175 de Pseudomonas aeruginosa mediante el
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analisis de dos biomarcadores que pueden predecir la pertenencia de un aislado clinico a este
clon (125). Algunos de estos mecanismos como la deteccion de la enzima KPC en
Enterobacterales o la metalobetalactamasa CfiA en B. fragilis han sido incluidos en las propias

bases de datos de los equipos MALDI-TOF.

Los antibidticos betalactamicos se consideran de primera eleccién en el tratamiento de
muchas infecciones y debido a su importancia clinica las resistencias a los mismos son
extensamente estudiadas. Uno de los mecanismos mas importantes es la sintesis de enzimas
que los hidrolizan, conocidas como betalactamasas. El MALDI-TOF permite revelar la presencia
de estas enzimas mediante la detecciéon de los productos de hidrdlisis de determinados
antibidticos. Para ello se incuba el microorganismo en una solucién con el antibiético y
posteriormente se analiza para encontrar picos especificos que correspondan con el antibidtico
hidrolizado. Para el andlisis de la resistencia a cefalosporinas de tercera generacion el
compuesto mas estudiado es la cefotaxima (126,127) y en el caso de las carbapenemasas el
ertapenem (128) con una sensibilidad por encima del 90 % en una hora de incubacién. En la
actualidad, existen soluciones comerciales que estandarizan la técnica y facilitan su uso en los
laboratorios de microbiologia clinica, como son los kits MBT STAR®-Carba IVD y MBT STAR®-
Cepha IVD (Bruker, Alemania) (129). Ademas, realizando este tipo de ensayos en presencia de
inhibidores conocidos de ciertas enzimas es posible llegar a conocer el tipo de betalactamasa
que se estad detectando. Por ejemplo, realizando los ensayos de hidrélisis de cefotaxima en
presencia y ausencia de acido-clavulanico, si se produce la hidrélisis de cefotaxima pero solo en
ausencia de acido-clavulanico, se puede descartar la presencia de enzimas tipo AmpC y se
trataran  probablemente de BLEEs (127,130). Asi mismo, afadiendo acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) Hoyos-Mallecot et al. consiguieron demostrar la presencia de

carbapenemasas de la clase B de Ambler, también conocidas como metalobetalactamasas (131).

No obstante, ninguno de los métodos mencionados hasta ahora consigue aproximarse
tanto a los métodos clasicos del estudio de la sensibilidad antimicrobiana como los ensayos de
crecimiento en microgotas (MGA del inglés Microdroplet Growth Assays). En esta técnica se
inoculan placas de MALDI-TOF con suspensiones de la cepa a estudio con diferentes
concentraciones antimicrobianas. Se incuban durante 4 horas, posteriormente se retira el medio
y se procesa la placa de MALDI. La primera concentracidn en la que no se consigue identificar
correctamente el microorganismo es una buena aproximacién a la concentracién minima

inhibitoria (CMI) (132,133).

Los nuevos equipos de MALDI-TOF como el modelo MALDI Biotyper® Sirius (Bruker,

Alemania) permiten invertir la polaridad del campo eléctrico y trabajar en modalidad idnica
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negativa, lo que amplia las posibilidades de estos equipos pudiendo analizar lipidos. Estas
modificaciones permiten, entre otras muchas posibilidades, la deteccién de la resistencia a
colistina en Acinetobacter baumannii (134) y E. coli (135) mediante la detecciéon de
modificaciones en el lipido Ay, en el caso de E. coli, diferenciar si el origen de la resistencia es

cromosémico o plasmidico.

1.6 Sensibilidad antimicrobiana

Pese a los innegables avances realizados para obtener informaciéon rapida pero fiable
sobre la sensibilidad antimicrobiana como, por ejemplo, los previamente mencionados
mediante espectrometria de masas u otros métodos como los moleculares, hoy en dia las
técnicas que determinan la sensibilidad de las cepas de forma directa siguen siendo
indispensables. En general se puede hablar de dos tipos de ensayos (136) como se observa en la

Figura 4.

1. Métodos de difusion:
a. Antibiograma disco-placa
b. Epsilon test

2. Métodos de dilucidn:
a. Diluciéon en agar

b. Dilucién en caldo
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Técnicas de determinacionde
sensibilidad antimicrobiana
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Figura 4: Representacion grdfica de las técnicas de determinacion de la sensibilidad antimicrobiana mds conocidos.

(A) Método disco-placa o Kirby-Bauer, (B) Método de Epsilon test, (C) Dilucién en agar; (D) Dilucién en caldo con
microdilucién en placa de microtitulacion y paneles comerciales automatizados del sistema Phoenix BD.

1.6.1 Meétodos de difusion

1.6.1.1 Antibiograma disco placa

Las bases para los métodos de difusidn se establecieron a finales del siglo XIX, incluso
antes del descubrimiento de la penicilina por Fleming, puesto que en 1889 Beijerinck describid
el efecto que producia la difusidn de auxinas, un tipo de hormonas vegetales, en el crecimiento
bacteriano (137). Ademas del propio descubrimiento de la penicilina, a Alexander Fleming
también describié en 1929 uno de los primeros métodos de determinacion de la sensibilidad
antibiética mediante difusion, el método “Ditch-plate”(138). Esta técnica consiste en producir
una incision en el agar que se inoculaba en los primeros casos con penicilina, aunque

posteriormente con mas antimicrobianos (139), para luego inocular los diferentes aislados
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bacterianos perpendicularmente a la incisién y recoger posteriormente el tamafio de la zona de
inhibicidn del crecimiento. En la década de los afios 40 del siglo XX con el auge del uso y la sintesis
de nuevos compuestos antimicrobianos, se produjo un rapido desarrollo de las técnicas de
difusién. En 1944 Vincent et al. introdujeron el uso de discos de papel de filtro impregnados en
penicilina para el estudio de la sensibilidad de diferentes cepas midiendo los halos de inhibicion
(140). Posteriormente Bondi et al. establecieron los discos de 6 mm de didmetro que la
actualidad se utilizan en muchos laboratorios (141). Kirby y Bauer trabajaron durante afios en la
estandarizacién de estos métodos (142), y es por ello, que esta técnica de antibiograma disco
placa aun es conocida como Kirby-Bauer. Recientemente se han desarrollado sistemas que
permiten la automatizacién del proceso, desde la inoculacién y dispensacién de los discos hasta
la lectura e interpretacidén de los resultados (143), lo que permite escalar la cantidad de

determinaciones que se realizan en un laboratorio.

La técnica estandar consiste en inocular, mediante un escobillén, una suspensién con

una concentracién conocida, generalmente se utiliza un 0,5 en la escala de turbidez de

UFC
08 —
ml

McFarland que se corresponde con 1,5 x 1 (UFC: Unidades formadoras de colonias),

cubriendo completamente la superficie de la placa. El medio de cultivo empleado, asi como la
combinacion de los antimicrobianos estudiados, dependera de la especie bacteriana, aunque el
mas comun es el medio Mueller-Hinton Il con cationes ajustados. Los discos deben ser
colocados, bien con dispensadores o con pinzas estériles, a no menos de 15 mm del borde de la
placa y con suficiente espacio entre ellos. Estas placas se incubardn durante 16-18 horas hasta

ser leidas (136).

Para poder categorizar cada uno de los didmetros de inhibicidn en las categorias clinicas
normalmente los laboratorios se adhieren a las recomendaciones de diferentes comités de
realizacion del antibiograma. A nivel mundial las mas establecidos son las del Clinical and
Laboratory Standarts Insititute (CLSI) (144) y del The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) (145), donde ademas vienen recogidas las condiciones y medios
de cultivo que deben ser empleados para poder interpretar las medidas del halo de inhibicion

con exactitud.

1.6.1.2  Epsilon test

El épsilon test o E-test es otra técnica de difusion, muy extendida elaborada durante los
afios 80 del siglo XX en Suecia, que consiste en una tira de pldstico no poroso de 6 cm de longitud
que incorpora un gradiente predefinido de un antimicrobiano en cuestion. Como ventaja frente

al método Kirby-Bauer es que se obtienen medidas de CMI frente a diametros de inhibicidn, que
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son facilmente extrapolables a las CMI obtenidas de los métodos de dilucién que aun hoy se
consideran el gold standard y que se explicara en el siguiente apartado (1.6.2.2.). Desde su
utilizacidn inicial en P. aeruginosa (146) su uso se ha ido extendiendo a practicamente todos los
microorganismos cultivables en medios sélidos incluyendo micobacterias (147) y levaduras
(148). Ademas, se han desarrollado tiras de doble gradiente que permiten reconocer mediante
el uso de inhibidores diferentes clases de betalactamasas y carbapenemasas (149). También se
han descrito técnicas de combinacién de antibidticos mediante E-test que permiten inferir la
respuesta sinérgica de la combinacidn de diferentes antimicrobianos, lo que resulta muy util en
el tratamiento de infecciones por microorganismos extremadamente resistentes o

panresistentes (150).

En la practica, es una adaptacion del método de disco placa en el que en vez de dispensar
los discos se depositaran las tiras de E-test. Posteriormente, para ser interpretado se recogerd
la primera dilucién en potencia de 2 que quede dentro del halo de inhibicidon y ésta se
considerard la CMI, lo que facilitara posteriormente la interpretacion y la explotacién estadistica
de esos datos. Igualmente, para la categorizacidon se emplean generalmente los puntos de corte

tanto EUCAST como CLSI.

1.6.2 Métodos de dilucidn

1.6.2.1  Dilucion en agar

En la primera mitad del siglo XX, a raiz del descubrimiento sobre todo de la penicilina y
derivados y de la popularizacion de su uso en la practica clinica, se produjo también la necesidad
de implementar nuevos métodos para la determinacidn de la sensibilidad antimicrobiana. Uno
de los pioneros en diluir antimicrobianos en agar fue Flemming. No obstante, fueron Schmith y
Reymann en 1940 los primeros en usar diluciones de sulfapiridina en agar como método para
determinar la CMI en Neisseria gonorrhoeae (151). Asi mismo, a lo largo de la siguiente década
se fue extendiendo el uso de la dilucion en agar para la determinacion de la CMI de los diversos

antibidticos que se desarrollaron (152).

Para la realizacidn de esta técnica se incorpora la solucion antibidtica al medio de cultivo
sin solidificar. El rango de concentracion a estudiar condicionard el uso de placas.
Posteriormente se inocula el microorganismo vy, tras la incubacidn, se determina cual es la
minima concentracién que impide el crecimiento del microorganismo. La introduccién de

replicadores, que son dispositivos que permiten inocular entre 32 y 36 microorganismos de
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forma simultdnea (153), facilitd la realizacion de estos estudios; que a pesar de todo, siguen
requiriendo una gran cantidad de trabajo, por lo que su uso en los laboratorios de microbiologia
en la préctica clinica habitual ha decaido. Sin embargo, para algunos farmacos como la
fosfomicina se sigue considerando el gold standard (154). Ademas, en esencia perduran también
en forma de concentraciones especificas que permiten categorizar a algunos aislados utilizando
una o varias concentraciones en concreto, como por ejemplo en el agar MacConkey con
Cefotaxima a 2 o 4 pg/ml utilizado en muchos laboratorios clinicos como cribado de
enterobacterias productoras de BLEE (155) o los diversos medios cromogénicos que se utilizan

de forma habitual en el estudio de portadores de microorganismos multirresistentes (156,157).

1.6.2.2  Dilucion en caldo

El desarrollo de la dilucién en caldo es coetaneo al del resto de las técnicas mencionadas
previamente. Es también en la primera mitad del siglo XX cuando se describen los primeros
métodos para realizar la determinacidén de la sensibilidad antimicrobiana a penicilina (158) o
estreptomicina (159). En un inicio, se utilizaban tubos con volimenes relativamente grandes de
caldo de cultivo, lo que ahora se conoce como método de macrodilucion. Para ello se parte de
una bateria de tubos con 1 ml de medio estéril sin antimicrobiano, generalmente Mueller-
Hinton, al que se le afiade 1 ml de la solucién de antimicrobiano obteniendo la concentracién
mas elevada. Posteriormente, se realizan diluciones seriadas transfiriendo 1 ml de cada tubo al
siguiente hasta completar el rango de concentracion deseado. A continuacion, se inoculan todos
los tubos con una suspensidén bacteriana estandarizada, incluyendo un tubo sin solucion
antimicrobiana que funcionard como control de crecimiento (136). La concentracion minima

inhibitoria sera la del primer tubo en el que no se observe crecimiento.

El perfeccionamiento de pipetas de precisién durante la segunda mitad del siglo XX
posibilitd adaptar la dilucidn en caldo a formatos mds contenidos con el desarrollo de lo que se
conoce como método de microdiluciéon (160). En este caso, en vez de tubos separados se
preparan las diluciones en diferentes pocillos de placas de microtitulacion con fondo en U. En la
actualidad estas placas ademads de poderse preparar en los laboratorios pueden ser adquiridas
a diferentes casas comerciales que las suministran con las diluciones de los antimicrobianos

preparadas para ser inoculadas con el microorganismo a estudiar.

El método de microdilucién en caldo ha sido probablemente el mas automatizado de los
mencionados previamente y, es por eso, por lo que es uno de los mas utilizados en los
laboratorios de microbiologia clinica en todo el mundo. En ese sentido, hay una gran cantidad

de diferentes sistemas de diversas casas comerciales que permiten automatizar en mayor o
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menor medida todo el proceso, siendo los mas utilizados los mencionados previamente: el
sistema Microscan Walkaway (Beckman Coulter, USA), el sistema Vitek2 (Biomerieux, Francia) y

el Sistema Phoenix BD (Becton Dickinson, USA).

1.6.3 Sensibilidad antimicrobiana de hemocultivo directo

Como se ha mencionado previamente, para el correcto tratamiento de las bacteriemias
es indispensable obtener informacidon sobre la sensibilidad de los microorganismos implicados
de la forma mas precoz posible. Por un lado, en las situaciones en las que el tratamiento empirico
no es correcto, puesto que el microorganismo en cuestion presenta un fenotipo mas resistente
de lo esperado es vital conocer un compuesto activo lo antes posible (161), pero el estudio de
sensibilidad antimicrobiana también es importante cuando existen alternativas al tratamiento
empirico con un espectro antimicrobiano mas reducido. Debido a ello, se han dedicado muchos
esfuerzos al desarrollo de técnicas rapidas para la realizacidon de antibiogramas de muestra

directa en hemocultivos (162).

Una de las iniciativas mas importantes es la llevada a cabo por parte de Jonansson et al.
del laboratorio de desarrollo de EUCAST. En 2019 publicaron una nueva metodologia basada en
los protocolos de EUCAST previos para la realizacion e interpretacién de antibiogramas disco-
placa desde muestra directa de hemocultivos (163), conocida como Rapid Antimicrobial
Susceptibility Testing (RAST). Posteriormente este método fue validado por mas de 50

laboratorios distintos de todo Europa con resultados muy prometedores (164).

Para realizar el RAST se inoculan 100 o 150 pL del hemocultivo positivo directamente
sobre la placa de Mueller-Hinton Il, sembrandose con la misma técnica aplicada en el método
de Kirby-Bauer. En este método hay puntos de corte para las lecturas a las 4, 6, 8 horas y, desde
la versidon 5.0 de abril de 2022, también a las 16-20 horas (165). Los halos deben leerse siempre
por el anverso de la placa y en caso de no existir un borde bien definido se debe esperar a la
siguiente lectura para interpretarlo. Hasta la ultima version 5.0 publicada, solamente se han
desarrollado puntos de corte para algunas de las bacterias mas importantes en las bacteriemias
como son A. baumannii, Enterococcus faecalis, E. faecium, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa,
S.aureusy S. pneumoniae. Ademds, el nUmero de antibidticos de los que se dispone informacién
también es limitado, por ejemplo, en E. coli solamente esta validado para piperacilina-
tazobactam, cefotaxima, ceftazidima, ceftazidima-avibactam, imipenem, meropenem,

ciprofloxacino, levofloxacino, amikacina, gentamicina, tobramicina vy trimetropim-
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sulfametoxazol. No obstante, EUCAST se encuentra continuamente desarrollando y ampliando

esta técnica a nuevos compuestos y especies microbianas.

Otro enfoque para ahorrar tiempo en la obtencién de resultados de sensibilidad
antimicrobiana fiables en bacteriemias ha sido la inoculacién directa del hemocultivo positivo
en los sistemas automatizados como el Phoenix BD (166) o el Microscan (167). Para ello, se suele
procesar previamente la muestra en protocolos similares a los descritos previamente para la
realizacion del MALDI-TOF directo con el objeto de eliminar muchos de los compuestos de los
hemocultivos, entre ellos algunas resinas. Estas resinas se utilizan en muchos frascos de
hemocultivos, por ejemplo, para neutralizar la accidon de sustancias bactericidas que pueden
estar presentes en la sangre del paciente y conseguir aumentar la recuperacidon de bacterias
viables (168); pero tienen légicamente un efecto indeseable a la hora de testar la sensibilidad

de esas bacterias a diferentes antimicrobianos.

Uno de los métodos mads extendidos en los laboratorios que emplean el sistema Phoenix
BD es el de los tubos de separacion de suero (166). Este método consiste en obtener 10 ml de
hemocultivo positivo e inyectarlos en un tubo de separacion de suero (SST, BD Diagnostic
Systems, USA), para centrifugarlo y emplear el pellet generado en la capa de gel para realizar
una suspension de 0,5 McFarland en el caldo de cultivo e inocular el panel correspondiente

como se realiza habitualmente.

En la mayoria de los sistemas de determinacién de sensibilidad antimicrobiana hasta
ahora mencionados el crecimiento de los microorganismos implicados se detecta mediante
sistemas que requieren una cantidad de microorganismos elevada, ya sea la presencia de
crecimiento visible en el RAST, un cambio en la turbidez en los sistemas de microdilucion
automatizados (Vitek2 y MicroScan) o por un cambio en un indicador redox (Phoenix). Debido a
ello, una estrategia para reducir el tiempo necesario hasta obtener un resultado de sensibilidad
antimicrobiana implica mejorar la capacidad de deteccidn del crecimiento en presencia de

antimicrobianos.

Uno de los sistemas desarrollados es el ensayo de crecimiento en microgotas mencionado
previamente (133), en el que se emplea la espectrometria de masas para valorar el crecimiento
bacteriano. Otros sistemas como el Accelerate Pheno (Accelerate Diagnostics, USA) utilizan la
hibridacidn in situ para monitorizar la multiplicacién bacteriana y de esa forma reducir el tiempo
necesario para la obtenciéon de un antibiograma completo (169). El sistema QuickMIC
(Gradientech, Suecia) combina microfluidica para generar gradientes microscopicos andlogos a

las tiras de gradiente de los E-test con la microfotografia continua para, de nuevo, aportar
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resultados de CMI de diversos antibidticos en un tiempo notablemente inferior (170). Otros
métodos son el sistema BacterioScan FLLS (BacterioScan, USA) que utiliza la dispersién laser para
reducir el limite de deteccién de sistemas de medicion de la densidad dptica hasta en diez veces
(171) o el SPECIFIC REVEAL™ (Specific, USA) que detecta la emisidn de compuestos organicos

volatiles que se producen durante la multiplicacion bacteriana (172).

1.7 Secuenciacion masiva

Se conoce como secuenciacion masiva o secuenciacién de préxima generacién (NGS del
inglés Next Generation Sequencing) a un conglomerado de tecnologias que surgen en los albores
del nuevo milenio y permiten, como contrapartida a la secuenciacidon de primera generacion,

producir multiples secuencias de manera simultanea.

1.7.1 Secuenciacion de primera generacion

Durante la segunda mitad del siglo XIX se dieron grandes avances en biologia que
permitieron al ser humano ir conociendo progresivamente los elementos y fundamentos
mismos de la vida. En 1866, Haeckel postula que debido a laimportancia de la division del nicleo
en la divisién celular, es en este orgdnulo donde debe hallarse el material que explique la
herencia genética (173). Esto fue posteriormente demostrado de forma independiente por
Hertwig, Strasburger, von Koélliker y Weismann. En 1869, Miescher consigue aislar por primera
vez acidos nucleicos, a los que da el nombre de nucleina, desde leucocitos provenientes de pus
de heridas quirdrgicas mediante un protocolo para eliminar lipidos con una solucién alcohdélica
y proteinas utilizando pepsina. Durante las siguientes décadas, experimentando con esperma de
salmon es capaz de extraer grandes cantidades de acidos nucleicos y analizar su composicion
quimica, estableciendo que a diferencia de las proteinas, presentaban un alto contenido de
acido fosférico y la ausencia de sulfatos (174). Adicionalmente, postulé que la nucleina se
trataba de una macromolécula compuesta de cuatro bases diferentes y con un alto peso
molecular. Posteriormente, Levene a principios del siglo XX describié esas bases como adenina,
citosina, guanina y timina (175), ademas de la desoxirribosa y el grupo fosfato de la cadena
lateral, proponiendo como estructura del acido desoxirribonucleico (ADN) un tetranucleétido,
gue posteriormente fue desestimado. Entre otros datos en contra de la teoria de Levene estaban
los aportados por Zamenhof y Chargaff quienes descubrieron que la proporcién de las diferentes
bases variaba con la especie analizada, aunque siempre manteniendo un ratio fijo de adeninas

y timinas y de citosinas y guaninas (176). Tanto es asi, que a dia de hoy el contenido guanina-
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citosina (GC) de una muestra sigue siendo un parametro imprescindible a tener en cuenta al

revisar la calidad de una secuencia (177).

En 1953, utilizando las imagenes de cristalografia de rayos X obtenidas por Franklin y Wilkins, en
las que se observaba una estructura repetitiva y helicoidal, Watson y Crick postulan la estructura
tridimensional del ADN como una doble hélice en la que las adeninas siempre se enlazan a
timinas y las citosinas a guaninas (178), trabajo por el cual recibieron el premio Nobel en 1962

los tres hombres, no asi a Rosalind Franklin.

A pesar de que la estructura y la composicidn quimica de los acidos nucleicos era
conocida, su secuenciacion seguia representando un enorme reto, ya que, a diferencia de las
proteinas, los acidos nucleicos estdan formados por secuencias mads largas, mas repetitivas y con
componentes mucho mas parecidos entre si que los aminodcidos. Por lo tanto, los métodos que
con tanto éxito se habian empleado para la caracterizacion de las proteinas no resultaban

adecuados y se debian desarrollar nuevos métodos (179).

Por el contrario, el acido ribonucleico (ARN), presentaba una estructura mas sencilla y
generalmente mds corta y ademas se conocian enzimas, ARNasas que fragmentan secuencias
especificas de ARN, a diferencia de enzimas equivalentes que usasen el ADN como sustrato.
Debido a ello, muchos de los esfuerzos de secuenciacion iniciales durante los afios 60 se
centraron en el analisis de secuencias de ARN. Se desarrollaron protocolos de secuenciacion
mediante fragmentacién en dos dimensiones y el posterior analisis de los productos de digestion
radiomarcados, lo que culmind en la primera secuenciacion de un gen completo, el gen que

codifica la envuelta del bacteriéfago MS2, en 1972 (180).

A finales de los afios 60, Wu y Kaiser describieron un método para secuenciar los
extremos cohesivos del bacteriéfago Lambda-DNA mediante el uso de una ADN-polimerasa y
nucledtidos marcados con tritio. Este método fue posteriormente completado introduciendo
cebadores o primers que eliminaban la restriccion de los extremos y permitian la secuenciacidn
de cualquier fragmento del genoma (181), aunque siempre restringido a fragmentos muy cortos

de ADN.

A mediados de los afios 70, el descubrimiento de los geles de poliacrilamida, con una
mayor precision a la hora de discriminar tamafios, permitié el desarrollo de técnicas que
pudiesen emplear un Unico proceso de electroforesis. La primera en ser adoptada de forma
generalizada fue la técnica de Maxam vy Gilbert, que consistia en tratar las secuencias de ADN
previamente marcadas con un fosfato radiomarcado con 4 tratamientos diferentes. La hidracina

en medios muy salinos sélo es capaz de eliminar las citosinas, pero en soluciones ajustadas es
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capaz de retirar todas las pirimidinas (citosina y timina). El dimetil sulfato es utilizado para retirar
las guaninas y, por ultimo, medios acidos consiguen separar todas las purinas (adenina y
guanina). En un segundo paso se utilizaba un disolvente como la piperidina para dividir el ADN
en fragmentos de longitud variable. Posteriormente, en un gel de poliacrilamida se podia

deducir la secuencia (182).

No obstante, la técnica que realmente revoluciond la secuenciacién y que se ha
convertido en el paradigma de las técnicas de primera generacién fue descrita por Sanger et al.
en 1977 (183) y se denomind en primera instancia como método de terminacién de cadena,
aunque hoy en dia es mas frecuentemente conocida como técnica de Sanger. Este protocolo
consistia en un principio en cuatro reacciones paralelas donde se hacia uso de unos cebadores
y una ADN-polimerasa con los cuatro nucleétidos (dNTP). En cada una de las reacciones
adicionalmente se introducia un nucleétido radiomarcado al que le faltaba el grupo hidroxilo 3’
(dideoxinucleotidos o ddNTP). Una vez unido a la cadena el ddNTP termina la elongacion de la
misma. Posteriormente, las cuatro reacciones migraban en un gel de agarosa y se podia conocer
el nucledtido presente en cada posicién. La sustitucion de los ddNTPs radiomarcados por ddNTPs
marcados con diferentes fluoréforos permitio la simplificaciéon de este procedimiento pudiendo
realizarse en una Unica reaccién vy facilitando secuenciadores automatizados como el ABI370
(Applied Biosystems, USA) (184). Adicionalmente, el desarrollo de la electroforesis capilar en
sustitucion de los geles tradicionales permitio el desarrollo de plataformas que podian realizar
mas secuencias, mas rapido como el ABI 3130 (Applied Biosystems, USA) que permite el andlisis

simultaneo de hasta 16 muestras con lecturas de hasta 1000 pares de bases en unos 30 min.

1.7.2 Secuenciacion de segunda generacion

1.7.2.1 Pirosecuenciacion

La primera tecnologia de secuenciacidn conocida como de nueva generacion
propiamente dicha es la de la pirosecuenciacidn, desarrollada a finales del siglo XX por el grupo
de Pal Nyrén (185). Esta técnica se basa en la actividad de una enzima, la luciferasa, que en
presencia de adenina trifosfato (ATP) y luciferina es capaz de emitir luz y es el mecanismo

molecular de la bioluminiscencia de las luciérnagas (186).

Para efectuar la secuenciacién mediante esta técnica se requiere un paso previo de
preparacion del ADN, lo que en NGS se conoce como preparacion de librerias. En concreto, para

la pirosecuenciacién se fragmenta el ADN mediante una trasposasa, que ademas de
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fragmentarlo, afiade a las secuencias a estudiar unos adaptadores. Estos adaptadores son
secuencias complementarias a las presentes en unas particulas paramagnéticas, a las que se
unen los fragmentos de ADN. Posteriormente, seran amplificados clonalmente en una Reaccién
en Cadena de la Polimerasa (PCR, del inglés Polimerase Chain Reaction) en una interfaz agua-
aceite conocida como PCR de emulsién (187). Cada una de estas particulas con los fragmentos
clonalmente amplificados se deposita en un micropocillo presente en la celda de flujo del

secuenciador (flowcell).

Posteriormente, en cada uno de esos pocillos, ademas de la secuencia adherida a la
particula paramagnética se introduce un complejo enzimatico que incluye ADN-polimerasa, una
sulfurilasa, la propia luciferasa y una apirasa. A los pocillos se les va afiadiendo secuencialmente
diferentes dNTPs naturales, salvo el dATP que debe ser sustituido por un nucleétido modificado
para que no funcione como sustrato de la luciferasa (dATPaS). Cuando se afiade un nucledtido
complementario, la ADN-Polimerasa lo une a la hebra. Esta sintesis 3’-OH de la cadena de
nucledtidos en crecimiento ataca el a-fosfato del dNTP que se incorpora, lo que da como
resultado un enlace fosfodiéster y la liberacién de pirofosfato (PPi) y un protén (H*). El PPi es
transformado por la sulfurilasa en ATP, que junto con la Luciferina actian como sustrato de la
luciferasa para emitir luz. Posteriormente los dNTPs no empleados son desnaturalizados por la
apirasa para evitar ser incorporados en reacciones posteriores. La emision de luz es proporcional
a la cantidad de ATP presente en el micropocillo por lo que una repeticion de tres nucledtidos
idénticos produce una emision de luz mas intensa que una incorporacién de una Unica base. No
obstante, una de las principales limitaciones de este método son las repeticiones de mas de
cuatro nucleétidos idénticos, que pueden producir lecturas erréneas (185). Este proceso estd

representado graficamente en la Figura 5.
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Figura 5: Representacion grdfica de la base enzimdtica de la Pirosecuenciacion.

Realizado por Jacopo Pompilii, DensityDesign Research Lab”. -How Pyrosequencing Works. Obtenido bajo licencia
CC.
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Esta tecnologia fue producida bajo licencia por la compafiia 454 Life Sciences (USA) que
presentd al mercado los primeros secuenciadores NGS comerciales que permitieron aumentar
de forma critica la capacidad de secuenciacion de muchas instituciones, facilitando y
dinamizando el trabajo de secuenciacién (188). No obstante, esta tecnologia no tardd en ser

sobrepasada por sistemas mas capaces y en la actualidad esta practicamente obsoleta.

1.7.2.2  Secuenciacion de semiconductores de iones

El funcionamiento es muy similar a la pirosecuenciacion, pero a diferencia de ésta, se ha
mantenido competitiva por su menor coste operacional y por mayor velocidad de secuenciacion
(189). En este caso, en los micropocillos se encuentra un semiconductor metal-6xido que es
capaz de detectar con mucha precision los cambios en el pH de una solucién (190). Para su
funcionamiento no es necesario ninguna accidn enzimatica aparte de la de la polimerasa, que al
elongar la hebra con el dNTP correspondiente libera PPiy un H*, y es precisamente el aumento
de concentracion de H* lo que mide el semiconductor con precision. Esta tecnologia es algo
menos compleja que la pirosecuenciacidon debido a que, entre otras cosas, requiere menor
magquinaria enzimatica y no requiere de nucledtidos especiales, pero comparte el problema de
la lectura errénea de homopolimeros. En la actualidad, es la tecnologia con la segunda cuota de
mercado mds amplia disponiendo de secuenciadores de alta produccion como el lon GeneStudio

S5 (Thermofisher Scientific, USA).

1.7.2.3  Secuenciacion por ligacion

En 2005, Shendure et al. propusieron un nuevo método de secuenciacidon que utilizaba
nondmeros degenerados fluorescentes con la base central como Unica diferencia en la que
presentaba un nucledtido en particular, y éstos se unian al fragmento a secuenciar mediante
una ligasa. Toda la reaccidn ocurria en una celda de flujo acoplada a un microscopio y mediante
un software informatico era posible ir registrando la fluorescencia para obtener posteriormente
una secuencia (191). Basandose en este método, Applied Biosystems desarrollé una tecnologia
conocida como SOLID (del inglés Sequencing by Oligo Ligation and Detection) en el que utilizaban
octameros marcados fluorescentemente, que en vez de un Unico nucleétido caracteristico
presentaban parejas de nucledtidos, bien en las posiciones 1y 2 o en las 4y 5, dependiendo del
ciclo de secuenciaciéon (192). Debido a la doble lectura de las posiciones se trata de un método
con una alta fidelidad por nucleétido, pero que sin embargo requiere de un tiempo
relativamente prolongado de hasta 6 dias para obtener las secuencias. Ademads, si bien esta

plataforma no sufre tanto con los homopolimeros como las mencionadas previamente produce
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lecturas relativamente cortas, por lo que regiones con secuencias extensas muy repetitivas
tampoco pueden ser secuenciadas con facilidad mediante este método. Debido a su precio muy
competitivo, en los primeros afos del siglo XXI fue una plataforma de secuenciacién popular,

aunque en los afios 20 del siglo XXI su uso se encuentra en franco descenso.

1.7.2.4  Secuenciacion Illumina

Probablemente la tecnologia de secuenciacion mas extendida en la actualidad sea la
desarrollada por Balasubramanian y Klenerman a finales del siglo XX, conocida primero como
Solexa pero popularizada ya dentro de la compania Illumina (193). En este método, en la
preparacion de la libreria en vez de utilizar particulas paramagnéticas y una PCR de emulsion,
como en la secuenciacién 454 o en la secuenciacién de semiconductores de iones, en la flowcell
se encuentran un conjunto de oligonucledtidos complementarios a los adaptadores. En ella se
produce una amplificacidn mediante una PCR en fase sdlida, en lo que se conoce como
amplificacidon en puente, en la que el fragmento a amplificar forma puentes al unirse por ambos
extremos a la superficie de la flowcell mediante los adaptadores fijados a la misma para que se
produzca la amplificacién. Esta reaccién genera una serie de agrupaciones o clusteres de
secuencias clonales a partir de cada una de las moléculas de ADN originales que se han unido a

la flowcell (194).

La secuenciacidn propiamente dicha ocurre utilizando secuencialmente dNTPs
modificados en el que se afiade el fluoréforo en el extremo 3’ que impide la elongacidn de la
hebra de ADN hasta que es eliminado después de la lectura, en lo que se conoce como
secuenciacion por sintesis mediante terminador reversible (195). Una vez producida la unién se
excitan los fluordforos con laseres especificos y asi se consigue la secuenciacion en cada una de
las posiciones. Después de esta lectura se limpian los restos de ADN-polimerasa y los nucleétidos
y se libera el extremo 3’ para proseguir con el proximo ciclo. Tipicamente los secuenciadores de
Illumina secuencian primero en un sentido el fragmento de ADN y posteriormente en el
contrario, por lo que se producen lecturas pareadas que aumentan la fiabilidad de las mismasy
permiten identificar reorganizaciones genéticas con mayor precision (196). En la Figura 6 estd

representado graficamente el proceso.

Uno de los secretos del éxito de esta tecnologia, ademds del alto grado de fiabilidad por
base de las secuencias generadas, es el amplio abanico en el que se presentan los
secuenciadores pudiendo contar con equipos compactos como el iSeq 100, que producen unos
1.2 Gb de informacidn por run, hasta secuenciadores de produccién industrial como el Novaseq

6000 que producen hasta 6000 Gb por run, pasando por una amplia gama de secuenciadores
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Figura 6: Representacion esquemdtica del proceso de secuenciacion mediante la tecnologia de Illlumina.

A) Preparacion de la libreria. B) Hibridacién y amplificacion de la libreria. C) Secuenciacion por sintesis. D) Ensamblado
de la secuencia. Adaptado de lllumina

1.7.3 Secuenciacion de tercera generacion

La frontera entre las técnicas de segunda y tercera generacién no esta claramente
establecida, sin embargo, se consideran técnicas de tercera generacion a aquellas capaces de
generar lecturas extremadamente largas que podrian ser empleadas para secuenciar moléculas

completas de ADN en una Unica lectura (197).

1.7.3.1 Secuenciacion PacBio
La tecnologia de secuenciacion PacBio (Pacific BioSciences, USA) trata de explotar la
actividad enzimatica de una ADN-Polimerasa a tiempo real. Para ello, hace uso de una estructura

nanofoténica conocida como zero-mode-waveguide (ZMW) que permite el andlisis de
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voliumenes en torno al zeptolitro (10 2 litros) y, por lo tanto, de moléculas tGnicas de ADN. Por
otro lado, debieron desarrollar dNTPs marcados con un fluoréforo en su grupo fosfato terminal,
que no impide la elongacién de la cadena. Estas dos innovaciones junto con el uso de una ADN-
polimerasa especialmente disefiada para no perder actividad utilizando estos dNTPs
modificados permite medir la fluorescencia producida cuando el dNTP marcado se une a su base
complementaria y que desaparece al producirse el enlace fosfodiéster (198) tal y como se

muestra en la Figura 7.

Si bien la calidad de las lecturas obtenidas es claramente inferior a las secuencias de
Illumina, mediante esta tecnologia se producen lecturas mucho mas largas lo que es una clara

ventaja a la hora de tratar de ensamblar y alinear las lecturas obtenidas (199).
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Figura 7: Principio de accidn de la tecnologia de secuenciacion PacBIO.
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A) Nanoestructura zero-mode-waveguide (ZMW), que permite la excitacion de volimenes muy pequerfios del orden
del zeptolitro y por lo tanto permite la deteccion de la fluorescencia emitida por la union de nucleétidos individuales.
B) Representacion esquemdtica de la incorporacion de los dNTP en la secuenciacion PacBio. (1) El dNTP
correspondiente es incorporada por la polimerasa en su sitio activo, (2) causando una elevacion de la fluorescencia en
el canal correspondiente. (3) Tras producirse la union fosfodiéster el residuo fluorescente se libera y es lavado de la
ZMW permitiendo la incorporacion de un nuevo dNTP y un nuevo ciclo. Adaptado de Eid et al. (198).

1.7.3.2  Secuenciacion Nanopore

La tecnologia de secuenciacién patentada por Oxford Nanopore Technologies (ONT) es
una de las mas prometedoras y ha tenido un rol clave en el aumento de la capacidad de
secuenciaciéon en muchos servicios de microbiologia clinica, especialmente posibilitando la

realizacion de secuencias de genoma completo del virus SARS-CoV-2 (200).

El principio en el que se basa este tipo de secuenciacion es radicalmente distinto a los
anteriormente mencionados. Basicamente en las flowcell de Nanopore existen dos
compartimentos separados por una membrana con diferente carga eléctrica, que estan
comunicados por un conjunto de poros a través de los cuales fluye corriente eléctrica. Esta

corriente puede medirse en cada poro individualmente y se ve interrumpida cuando una
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molécula penetra dentro del poro de diferente forma dependiendo de la molécula que esté

atravesando el canal. El proceso de esta tecnologia se indica con detalle en la Figura 8.

Los primeros pasos para la secuenciacién mediante nanoporos se llevaron a cabo en 1996 por
Kasianowicz et al. quienes demostraron en una prueba de concepto que era posible medir la
interrupcién de la corriente idnica que se producia cuando un polinucledtido atravesaba un
poro, en este caso una a-hemolisina de Staphylococcus aureus (201). No obstante, estos
nanoporos naturales no eran capaces de diferenciar entre las distintas bases, para lograrlo fue
necesario, por un lado el desarrollo de un poro con unas caracteristicas fisicas mas iddneas, lo
que se logré con una a-hemolisina modificada (202), y combinarla con una proteina motora,
como la phi29 ADN-Polimerasa, que enlentezca el transcurso de la molécula de ADN a través del
poro. Esta combinacién permite aumentar la sensibilidad de esta tecnologia lo suficiente como

para poder secuenciar moléculas de ADN con exactitud (203).

En 2014, basdndose en estos avances, ONT comercializd su primer secuenciador el MinlON, un
dispositivo de un tamafio reducido y portable que ha permitido, por ejemplo, poder llevar a cabo
un control in situ de la epidemia de Ebola a finales de 2014 (204). Desde entonces se han
desarrollado equipos de mayor capacidad como el GridlON o el PromethlON que situan a estos
secuenciadores a la par de otras plataformas de secuenciaciéon (205). También se han
desarrollado versiones reducidas de las flowcell utilizadas por estos equipos como la flongle, con
una capacidad de unos 2 Gb, adecuada para la secuenciacion de genomas bacterianos sin

necesidad de multiplexar los experimentos sin aumentar excesivamente los costes (206).
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Figura 8: Funcionamiento de la Tecnologia de Oxford Nanopore.

a) Cada flowcell de MinlON contiene 512 canales con hasta 4 nanoporos por canal (mdximo tedrico de 2048 nanoporos
por flowcell). b) Estos canales estdn embebidos en una membrana de un polimero electrorresistentente y cuentan
cada uno con un sensor individual, cuyas sefiales son recogidas en el circuito de integracion. La corriente idnica
transcurre a través del nanoporo porque se genera un potencial de membrana mediante un voltaje constante, siendo
la region transmembrana positiva y la cis-membrana negativa. c) Cuando la molécula de ADN o ARN penetra en el
nanoporo facilitada por la proteina motora se produce un cambio en la corriente que el sensor es capaz de registrar.
d) En el caso del minlON mrklc, ademds de registrar los cambios en la corriente idnica en los archivos .fast5 este
sistema es también de realizar el basecalling o llamada de bases y generar secuencias de nucledtidos en un formato
fastq.

Una de las desventajas de esta tecnologia, al igual que con PacBio, es la relativa baja
fiabilidad de las secuencias comparando con otras tecnologias mas establecidas como lllumina.
En el caso de Nanopore se han dado grandes avances: por un lado, en el desarrollo de nuevas
versiones del nanoporoy la proteina motora; y por otro, con mejores algoritmos para la llamada
de bases. En 2022, la version de flowcell mds extendida es la R9.4.1, que mantiene una fiabilidad
notablemente mayor que las de las primeras versiones con una velocidad de secuenciacion
elevada, alrededor de 400 bases por segundo (205). Versiones posteriores como la R10.1 afiaden
un segundo lugar de mediciéon de la corriente eléctrica lo que mejora la exactitud de las lecturas,
en especial de homopolimeros, a coste de una menor velocidad de secuenciaciéon y una menor

cantidad total de lecturas (207).

Por otro lado, el proceso de convertir las interrupciones en la corriente idnica en bases,
en lo que se conoce como proceso de llamada de bases o basecalling también ha sufrido
notables mejoras a lo largo del tiempo. En especial con el desarrollo de nuevos y mejores
modelos de inteligencia artificial que permiten una mejora de la exactitud y la velocidad del

basecalling (208).
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1.7.4 Secuenciacion masiva en Bacteriemias

En cierta medida el desarrollo de la NGS en bacteriemias, puede ser comparable al
acontecido con otras técnicas moleculares no basadas en la secuenciaciéon e incluso otras
tecnologias, ya que los desafios técnicos que se deben solventar son parecidos. En los ultimos
afios se han comercializado numerosas soluciones comerciales que pueden ser divididas en dos
grandes grupos: aquellas que se pueden emplear con sangre directamente extraida del paciente
y las que requieren de hemocultivos positivos. Las primeras tienen un interés indudable, al poder
ofrecer resultados de forma aun mas precoz, sin tener que esperar a la positivizacién del
hemocultivo, pero de momento se dispone de menor experiencia clinica con ellas (209), por su
escasa proyeccion comercial. Este hecho es debido a diversas razones, generalmente son
técnicas con un elevado coste econdmico por prueba, que ademas en muchas ocasiones
requiere de equipamiento especializado. Por ejemplo, el sistema T2Dx (T2 Biosystems, EE.UU)
al ser en definitiva un aparato de resonancia magnética requiere hasta unas instalaciones

propias analogas a las empleadas con los equipos de diagndstico por imagen.

Dentro de las técnicas moleculares se pueden encontrar tanto aquellas disefiadas para
la deteccién de un solo microorganismo, acompanada o no de determinantes de resistencia,
como el cartucho Xpert® MRSA/SA Blood Culture del sistema GeneXpert (Cepheid, EE.UU) para
la deteccién de S. aureus (210), como paneles sindromicos que concentren la deteccion de los
microorganismos implicados mas frecuentemente en una bacteriemia como el Sepsis Flow Chip

(Master Diagnostica, Espafia) (211).

El potencial de la NGS para el diagndstico de las bacteriemias es indiscutible y en un
futuro cercano se podra disponer de aplicaciones especificas para el diagndstico de bacteriemias
mediante NGS desde sangre directa, sin esperar a la positivizacidn del hemocultivo, que puedan
acelerar el diagnéstico de las mismas (212,213). No obstante, debido al relativo bajo inéculo
bacteriano presente en la sangre, y a que, por tanto, el ADN bacteriano represente menos del
10 % de las lecturas secuenciadas de sangre directa (212), y a la presencia de numerosos

inhibidores en la sangre, esto sigue resultando un enorme desafio.

Por otro lado, la secuenciacién de los hemocultivos positivos resulta técnicamente mas
sencilla y puede dinamizar el diagndstico de la bacteriemia acortando el tiempo hasta obtener
resultados sobre la sensibilidad antibidtica, al poder obtener datos de lo que se conoce como
resistoma (214-216). Ademas de ello, con las secuencias se obtiene también informacion sobre
factores de virulencia (217) y permite el desarrollo de analisis filogenéticos que pueden ser Utiles

en el contexto de un brote de origen nosocomial (218). Al mismo tiempo, es fundamental
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recordar que en muchas ocasiones los métodos basados en NGS no son especificos de una
especie bacteriana en concreto, por lo que son utiles también para el diagndstico de
microorganismos menos habituales, que no se incluyan en paneles sindrémicos, pero que

pueden ser de interés clinico.

40



2 Hipotesis y objetivos
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2.1 Hipotesis de trabajo

2.1.1 Hipdtesis principal
Los frascos de hemocultivo liticos, mediante un nuevo método de extraccién ultrarrapido (UF),

proporcionan un pellet bacteriano que puede ser empleado en estudios de identificacidn,

determinacién de la sensibilidad bacteriana y técnicas moleculares.

2.1.2 Hipdtesis secundarias
e El uso de un nuevo protocolo de extraccion UF para los hemocultivos liticos acelera la

identificacion del microorganismo causal de las bacteriemias.

e El método UF puede ser empleado para acelerar la preparacién de los estudios de
sensibilidad antimicrobiana automatizados.

e El método de extracciéon UF es un método valido para la preparacion de librerias para la

secuenciacién desde hemocultivo positivo.
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2.2 Objetivos del estudio

2.2.1

Objetivo principal

Comparar los resultados de identificacién, sensibilidad antimicrobiana y secuenciacion

obtenidos a partir del pellet utilizando el nuevo método de extraccion ultrarrapido (UF) con los

obtenidos mediante el procesamiento habitual.

2.2.2

Objetivos secundarios

Evaluar el rendimiento del método UF frente al método de doble centrifugaciény a la
identificacion desde subcultivo en medio sélido para la identificacion de
microorganismos causantes de bacteriemia mediante MALDI-TOF.

Evaluar el rendimiento del método UF frente al método del tubo separador de suero
para larealizacidén del inéculo bacteriano y al método de subcultivo en medio sélido para
el estudio de sensibilidad mediante el sistema Phoenix BD.

Evaluar la viabilidad del método UF como método previo a la extraccién de acidos
nucleicos para la realizacién de secuenciacién de genoma completo bacteriano

mediante el secuenciador MinlON.
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3 Material y Métodos
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3.1 Evaluacion del rendimiento del método UF para la identificacion mediante

MALDI-TOF

3.1.1 Seleccion de las muestras

La evaluacién del rendimiento del método UF se ha llevado a cabo en el laboratorio de
microbiologia clinica del Hospital Universitario Basurto: un hospital de tercer nivel con 680
camas en el que se procesan en torno a 18000 hemocultivos al afo. Se seleccionaron todos los
hemocultivos consecutivos con al menos un frasco positivo de BACTEC™ Lytic/10 Anaerobic/F
flask (Becton Dickinson, EE.UU.) durante los meses de julio a octubre de 2020. Los hemocultivos

polimicrobianos se excluyeron del analisis.

3.1.2 Identificacion desde colonia

Siguiendo la practica clinica habitual se realizé una tincién de Gram de todos los frascos
positivos y un subcultivo en medio sélido en el agar BD Chocolate (36 + 1 °C al 5 % CO,) y BD
Brucella con un 5 % de sangre de oveja, heminay Vitamina K1 (36 + 1 °C en atmédsfera anaerobia).
En caso de observar levaduras en la tincion de Gram se inoculd, adicionalmente, una placa de

BD Chromagar Candida adicionalmente.

Tras 18 h de incubacidn se traspasaron colonias aisladas a la placa de MALDI-TOF MS.
Cuando la colonia a identificar se trata de una levadura se dispensé 1 pl de acido férmico al 70 %
sobre cada pocillo; vy, tras dejar secar la solucion, se depositd 1 pl de matriz HCCA. En el caso de
identificar una bacteria solamente se utilizé 1 ul de matriz sin el paso previo con acido férmico

(Figura 9).

Para el analisis MALDI-TOF MS se utilizd el sistema Microflex Smart LT (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemania) con el software propietario MALDI BIOTYPER 3.3 (Bruker Daltonics). Este

método fue el gold standard en este estudio.

Tal y como se expuso en el apartado 1.5.3, en los sistemas MALDI-TOF MS de Bruker el
nivel de similitud entre el espectro obtenido de un aislado clinico y el espectro de referencia se
expresa mediante un score. Siguiendo las recomendaciones de Bruker, un score mayor de 2,0
indica una alta confianza en la identificacion, un score entre 1,7 y 1,999 una de baja fiabilidad y
con un score menor de 1,7 una identificacion no fiable. Por lo tanto, en este trabajo sélo se han

considerado los scores por encima de 1,7 como validos.
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3.1.3 Método de centrifugacién diferencial

Para este método llamado de centrifugacién diferencial (DC), se utilizaron 10 ml de
hemocultivo positivo que se centrifugaron a 2000 rpm (750 x g) durante 10 min. El sobrenadante
obtenido requiere de una nueva centrifugacién a 13000 rpm (11000 x g) durante 2 minutos. Se
descarta el sobrenadante y el pellet se resuspende en 1 ml de agua destilada. Esta solucién se
centrifuga nuevamente a 13000 rpm durante 2 min y tras descartar de nuevo el sobrenadante

el pellet se deposita en la placa de MALDI como en el apartado 3.1.2. (Figura 9).

3.1.4 Método Ultrarrapido
Del frasco de hemocultivo positivo se obtiene 1 ml que se centrifuga a 13000 rpm (11000
x g) durante 2 minutos. Tras descartar el sobrenadante el pellet se deposita en la placa de MALDI

igual que en los apartados previos (Figura 9).
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Figura 9: Representacion esquemdtica de los tres métodos de identificacion empleados.

A la izquierda el método de centrifugacion diferencial, en el centro el método Ultrarrdpido y a la derecha la
identificacion desde colonia considerada el gold standard en este estudio.
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3.1.5 Analisis estadistico

Se calcularon las tasas de identificacion de ambos métodos (método de centrifugacion
diferencial y método ultrarrapido), tanto a nivel de especie como a nivel de género, y se
compararon con el gold standard, la identificacion desde colonia. Asi mismo, se calcularon las
tasas especificas para las bacterias Gram negativas, Gram positivas y anaerobias.
Adicionalmente se calcularon las tasas para S. aureus. La significacidén estadistica se fijé con un
valor de p < 0,05 para el test de Z. Los datos fueron analizados con el software IBM SPSS

Statistics.

3.2 Evaluacién del método UF para la realizacion de estudios de sensibilidad

antimicrobiana

3.2.1 Seleccién de muestras

Para este apartado del estudio se seleccionaron todos los hemocultivos consecutivos
con al menos un frasco BACTEC™ Lytic/10 Anaerobic/F positivo, independientemente del
estado de su frasco aerobio emparejado, desde julio a agosto de 2021. Se excluyeron los

hemocultivos polimicrobianos del analisis.

3.2.2 Meétodo estandar

Se realizaron subcultivos en agar BD Chocolate (36 £ 1 °C al 5 % de CO>) y en agar BD
Brucella (36 + 1 °C en atmdsfera anaerdbica). Tras la incubacion se seleccionaron colonias
aisladas para realizar una suspensién 0,5 McFarland en el caldo ID BD Phoenix (Becton Dickinson,
EE.UU) y se procesaron en el sistema Phoenix AP (Becton Dickinson, EE.UU) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para los bacilos Gram negativos se utiliza el panel NMIC/ID-503,
para Staphylococcus spp. y Enterococcus spp. el PMIC/ID-88 y para Streptococcus spp. el
SMIC/ID-11. (Figura 10)

3.2.3 Método del tubo separador de suero
El método del tubo separador de suero (SST del inglés Serum Separator Tube) es el

recomendado por el fabricante, Becton Dickinson, para la realizacién de estudios de sensibilidad
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directamente desde el hemocultivo positivo (219). Para ello, se recogen 10 ml del hemocultivo
positivo en un tubo separador de suero (Becton Dickinson, EE. UU.) y se centrifugan a 2000 x g
durante 10 minutos. Tras descartar el sobrenadante, el pellet obtenido se utiliza para preparar
una suspension 0,5 McFarland en el caldo ID BD Phoenix, para ser introducida en el sistema

Phoenix AP (Figura 10).

3.2.4 Método Ultrarrapido

En este apartado el método UF es idéntico al descrito en el aparatado 3.1.4, utilizando
2 ml del hemocultivo positivo y centrifugdndolo a 13000 rpm (11000 x g) durante 1 minuto. Tras
descartar el sobrenadante, el pellet se utiliza para preparar una suspension 0,5 McFarland en el

caldo BD Phoenix apta para el sistema Phoenix AP (Figura 10).
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Figura 10: Diagrama de los tres flujos de trabajo

A la izquierda el método de subcultivo en medio sélido, en el centro el método Ultrarrdpido UF y a la derecha el
método del tubo separador de suero.
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3.2.5 Interpretacion de los resultados y analisis estadistico

Los resultados de sensibilidad antimicrobiana se interpretaron utilizando los puntos de
corte de la version 9.0 de EUCAST (220). Por lo tanto, para este estudio se definieron el acuerdo
categérico (AC) cuando los resultados de las pruebas de sensibilidad estan en la misma
categoria. Los errores se clasificaron de la siguiente manera: errores fatales (VME del inglés very
major error) cuando un resultado del SST o UF es sensible, pero mediante el método gold
standard se obtiene un resultado resistente; errores mayores (ME del inglés major error) cuando
el método SST o UF obtiene un resultado resistente y el método de referencia sensible; errores
menores (ME del inglés minor error) cuando de uno de los métodos se obtiene un resultado

intermedio y del otro un resultado resistente o sensible.

Debido a que el sistema Phoenix permite también la identificacién del microorganismo,
se analizaron los resultados de la identificacién mediante tasas de concordancia entre los
resultados obtenidos mediante el sistema Phoenix BD con los diferentes métodos y la
identificacion definitiva. Se fijé el nivel de significacidn estadistica a p < 0,05 y ésta fue calculada

mediante una prueba de X2

3.3 Evaluacion del método UF para la preparacion de librerias de secuenciacion

masiva

3.3.1 Seleccién de muestras y preparacién de los hemocultivos

Para el desarrollo de esta prueba de concepto se decidid realizar esta técnica con 11
asilados de K. pneumoniae, incluyendo 9 aislados clinicos productores de carbapenemasa
aislados en el Hospital Universitario Basurto en el afo 2021, un aislado clinico no productor de
carbapenemasa y un control de calidad de la SEIMC, con un fenotipo de betalactamasa de
espectro extendido con resistencia a inhibidores de betalactamasa. Ademas de la identificacion
mediante MALDI-TOF, el estudio de la sensibilidad mediante el sistema Phoenix BD vy la
detecciéon de mecanismos de resistencia habituales, tres de los aislados estaban previamente

caracterizados mediante secuenciacién masiva en un sistema MiSeq de Illumina.

Las cepas estaban conservadas a -80 °C en una suspension de glicerina y para
recuperarlas se sembraron en un agar BD Chocolate (36 £ 1 °C al 5 % de CO, durante 18 h). Las
tres muestras previamente caracterizadas fueron secuenciadas directamente desde la placa de

chocolate.

Con las ocho cepas restantes y una de las secuenciadas previamente se realizd un

hemocultivo simulado: tras realizar una suspensiéon 0,5 McFarland en suero fisiolégico se
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afiadieron 100 pl a 5 ml de sangre de donante sano y todo ello se inoculé en el frasco de
hemocultivo BD Bactec Lytic/10 Anaerobic/F. Estos hemocultivos se incubaron en las mismas
condiciones que los hemocultivos de rutina en el sistema BD BACTEC FX hasta que el equipo los

confirmé como positivos.

3.3.2 Extraccion de ADN

Para la extraccion desde hemocultivo positivo, al igual que en los apartados anteriores,
se utilizd el método UF para la extraccion del ADN. Para ello, 2 ml del hemocultivo positivo se
centrifugaron durante 2 minutos a 13000 rpm (11000 x g). Tras descartar el sobrenadante el
pellet se resuspendié en 400 ul de agua de grado. Ambas suspensiones tanto las realizadas desde
colonia como las del método UF se extraen mediante el kit Nucleic Acid Isolation Kit | (Roche,

Suiza) en el equipo MagNA Pure (Roche, Suiza), obteniendo un volumen final de 100 pl.

Para obtener un eluido de mejor calidad y libre de inhibidores se optd por realizar una
purificacién adicional del ADN realizando un lavado con particulas magnéticas con NEBNext
sample purification beads (New England Biolabs, EE.UU.), que consiste en mezclar 50 uL de
eluido y 50 pL de las particulas magnéticas en un tubo transparente libre de nucleasas e
incubarlas durante 5 minutos a temperatura ambiente. A continuacidn, el tubo se posiciona en
un soporte magnético hasta que se forme un pellet y la solucién quede totalmente transparente
(unos 3 minutos). Sin retirar el tubo del soporte, se desecha el sobrenadante y se realizan dos
lavados de 30 segundos con etanol al 80 % recién preparado. Tras retirar todo el volumen
residual de alcohol, se saca el tubo del soporte magnético y el pellet se resuspende con 50 pL de
agua libre de nucleasas y se incuba 5 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo, nuevamente
se posiciona el tubo en un soporte magnético hasta que la solucién quede totalmente

transparente y se transfiere el sobrenadante a un nuevo tubo libre de nucleasas.

A continuacidn, se cuantifica el ADN del eluido empleando el kit dsDNA HS
(ThermoFisher Scientific, EE.UU.) en un dispositivo Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen, EE.UU.) y
también en el equipo NanodropOne (ThermoFisher Scientific, EE.UU.), que ademas aporta
informacion sobre la pureza del eluido obtenido. Se consideran validos los valores de
concentracidn obtenidos mediante la fluorometria, por ser mas precisos (221). Para este estudio
se consideraron muestras aptas para la secuenciacidon aquellas con un cociente A260/A280 entre
1,8y 2,0, y cociente A260/A230 entre 2,0 y 2,2 seguin las recomendaciones establecidas para la

secuenciacién con los secuenciadores de Oxford Nanopore Technologies (222).
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3.3.3 Preparacion de libreria, cebado de la flowcell y secuenciacion

Para la preparacion de la libreria se utilizé el Rapid Sequencing Kit (ONT, Reino Unido)
en su version para flongle (FLO-001) siguiendo las recomendaciones del fabricante. El protocolo
consiste en: ajustar la concentracidon del ADN del eluido para obtener 400 ng de ADN en 7,5 uL
de volumen, a los que se afiadieron 2,5 pL de fragmentasa e incubacion durante 1 mina 30 °Cy
1 min a 80 °C. A continuacion, se afiadié 1 uL de Rapid Adapter y se incubaron durante 5 min a
temperatura ambiente. Se prepara una soluciéon con 117 uL de Flush Buffery 3 uL de Flush Tether
y se ceba la flongle con esos 120 pL. Por dltimo, se prepara la libreria final con 15 uL de
Sequencing Buffer, 10 uL de Loading Beads y 5 pL de la solucién incubada con el Rapid Adapter,

para cargar finalmente los 30 pL de la libreria en la flongle.

El experimento de secuenciacidon se mantiene durante 24h con el basecalling activado

con el programa High Accuracy Basecalling (HAC) en el MinlON mrkic.

3.3.4 Analisis bioinformatico

3.3.4.1 Control de calidad de los experimentos de secuenciacion

La calidad de una secuencia se suele expresar como la probabilidad de acierto de cada
nucledtido llamado en el basecalling. Una de las escalas de calidad mas extendida es el nivel de
calidad de Phred, que surgidé en un principio como una medida de la probabilidad de acierto por
base que tenia un algoritmo de basecalling lamado PHRED, pero en la actualidad es empleado
en la mayoria de procesos de llamada de bases (223). Esta escala tiene una relacidn logaritmica

con la probabilidad de fallar que tiene cada base y puede ser expresada con la siguiente formula:
-Q
P =101 .

Por lo tanto, cuando se indica que un nucleétido tiene un nivel de calidad de Phred de
10 (Q=10), indica que tiene una precision del 90 %. En los archivos .fastq cada nucledtido viene
acompafado de un valor Q, que puede ser consultado individualmente. Ademas, muchas
plataformas de secuenciacidn (incluidas las de ONT) asignan un valor Q a cada una de las
lecturas, que se corresponde a la media de los valores Q de los nucledtidos que las componen.
En este estudio se ha mantenido el valor de Q recomendado por el fabricante, de Q = 8, para

excluir las lecturas que no alcancen un 84,16 % de precision.

Ademas de los valores de calidad de las lecturas, también se ha recogido el numero total

y la longitud de las mismas, expresado como media y mediana, también conocida como N50.
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Estos datos han sido relacionados con el nimero de poros disponible al inicio de la

secuenciacion.

3.3.4.2 Andlisis de secuencias crudas (raw data)

El software que gobierna los secuenciadores de ONT es conocido como MinKNOW y
permite un grado elevado de personalizacién. En este caso, la flongle empleada al ser una
flowcell de menor capacidad (produce unos 2 Gb de informacion en lugar de los 20 Gb que se
pueden obtener de una flowcell completa), el MinlON mrklc es capaz de llevar a cabo el
basecalling mas avanzado y demandante de recursos, como es el HAC. Para esta aplicacién se
configurd el equipo para generar un archivo de datos separado cada 1000 lecturas, de manera

gue se van obteniendo datos de la secuenciacidon a tiempo real.

Estas secuencias en formato .fastq pueden ser analizadas con el programa EPI2ME,
software propietario (es decir software no libre) de ONT, que permite la realizacién de multitud
de analisis en linea de manera gratuita. Para ello, las secuencias son subidas a los servidores de
Amazon cloud y se analizan utilizando la potencia computacional de los mismos, requiriendo

apenas conocimientos bioinformaticos.

El pipeline que se selecciond en este estudio es el protocolo “Fastq Antimicrobial
Resistance” que realiza dos analisis sobre las lecturas (224,225). Por un lado, asigna cada una de
las lecturas a una especie, ya sean de origen viral, bacteriano o incluso lecturas de origen
humano, en un proceso conocido como WIMP (del inglés “What’s in my pot?”); y, por otro lado,
en esas mismas lecturas realiza una busqueda de alineamientos con genes de resistencia
antimicrobiana presentes en la base de datos “Comprehensive Antibiotic Resistant Database”

(CARD) (226).

En el presente estudio, se analizaron las lecturas obtenidas alas 1, 3, 6, 12 y 24 horas de

inicio de la secuenciacion.

3.3.4.3 Ensamblado

Se conoce como ensamblado al proceso de obtener una secuencia consenso desde
multiples fragmentos de una secuencia de ADN. En el presente estudio se realizé un ensamblado
de novo. Para ello se utilizé la plataforma EPI2MELabs, también software propietario de ONT.
Este programa mediante el uso de Jupyter Notebooks, una aplicacién que permite combinar

lineas de codigo informatico (por ejemplo, en Python) con elementos de texto enriquecido, pone
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a disposicién de usuarios con conocimientos intermedios, herramientas bioinformaticas mas

avanzadas sin prescindir del todo de una interfaz gréfica.

Esta plataforma dispone de varios tutoriales que guian en el uso de la misma, en
concreto para esta aplicacién se empleé una adaptacion del Assembly tutorial, que realiza el
ensamblado de novo mediante Flye (227). Este algoritmo, desarrollado en 2018 por Kolmogorov
et al., fue disefado especificamente para el ensamblado de secuencias con lecturas largas como

las que se obtienen de los secuenciadores de ONT.

La relativa abundancia de secuencias repetitivas presentes en muchos genomas
representa uno de los mayores desafios bioinformaticos con respecto al ensamblado de los
mismos. A diferencia de los métodos basados en grafos de Bruijn, que emplean el solapamiento
de k-meros para ensamblar secuencias desde lecturas cortas y una fidelidad por base muy alta
(como las obtenidas de los secuenciadores lllumina), Flye utiliza graficos de repeticion. Para ello,
el algoritmo genera en primera instancia una aproximacion a la secuencia consenso obviando
los fragmentos repetitivos en el genoma en una estructura que los autores denominan disjointig.
A continuacién, el algoritmo produce un alineamiento local de la secuencia consigo misma e
identifica regiones repetitivas en ese mismo genoma. De ese alineamiento surge el grafo de
repeticion, en el que se representan los fragmentos repetidos flanqueados por nodos a los que
llegan o de los que parten dos o mas fragmentos no repetidos. A continuacién, se procede a
alinear las lecturas buscando aquellas que comprendan al menos dos nodos del grafo de
repeticion, conocidas como bridged repeats (repeticiones salvadas por lecturas que las
atraviesan). Una vez resueltas, Flye intenta aclarar aquellas repeticiones que no tienen lecturas
que discurran por dos de los nodos (unbridged repeats). Para ello busca lecturas que discurran
por ambas secuencias de entrada y uno de los nodos, con el objetivo de reducir la secuencia
repetida en longitud y poder encontrar lecturas que cubran el espacio entre los dos nuevos

nodos (227).

Tras obtener una secuencia consenso mediante Flye se realizé una correccion de errores
mediante Medaka (228), una red neuronal entrenada especificamente para la correccion de
errores en el ensamblaje de genomas secuenciadas con tecnologia de ONT y ensambladas

mediante Flye, del que se obtiene finalmente una secuencia consenso en formato .fasta.

Para poder comprobar la fiabilidad de la secuencia consenso en algunas mutaciones
puntuales se generd el archivo .bam que pueden ser visualizados utilizando Ugene (Unipro,

Rusia) (229) para comprobar la cobertura existente en las mutaciones puntuales.
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3.3.4.4  Andlisis de secuencia consenso
Las secuencias consenso obtenidas fueron analizadas posteriormente mediante diversas
bases de datos. Son todas ellas herramientas accesibles y gratuitas que permiten el andlisis de

genomas bacterianos en linea y sin necesidad de grandes capacidades de computacién.

3.3.4.4.1 |Identificacion de especie y secuenciotipo MLST
Para la identificacidn a nivel de especie de las secuencias obtenidas se han utilizado dos

herramientas: Pathogenwatch y SpeciesFinder. Pathogenwatch (https://pathogen.watch/) es

una plataforma en linea que permite almacenar secuencias y relacionarlas con sus metadatos,
especialmente de fecha y localizacién geografica del aislado. Ademas, también permite la
identificacion a nivel de especie del genoma analizado, asi como la realizacién in silico de la
tipificacion multilocus de secuencias (MLST del inglés Multilocus Sequence Typing).
SpeciesFinder es una herramienta del Center for Genomic Epidemiology (CGE), un organismo
dependiente de la Universidad Técnica de Dinamarca, que permite la identificacién de especies

bacterianas mediante el andlisis del gen que codifica la subunidad 16S del ARN ribosémico (230).

Para la obtencién del secuenciotipo MLST se han analizado las secuencias tanto con

Pathogenwatch como una herramienta del CGE conocida como MLST 2.0 (231).

3.3.4.4.2 Deteccion de determinantes de resistencia

Para el analisis de los determinantes de resistencia se han comparado los resultados
obtenidos desde las secuencias crudas con los obtenidos desde la secuencia consenso en tres
bases de datos diferentes: Pathogenwatch, que incluye el analisis de los determinantes de
resistencia para algunas especies bacterianas incluyendo K. pneumoniae complex, Resfinder
(232) del CGE y CARD (226). Adicionalmente, se han comparado los determinantes de resistencia
obtenidos mediante ResFinder con los datos de sensibilidad fenotipica de los aislados obtenidos

del Sistema informatico del laboratorio.

3.3.4.4.3 Deteccion de estructuras plasmidicas

Para la deteccién de genes relacionados con plasmidos en los genomas analizados en el
presente estudio, principalmente complejos de incompatibilidad, se han utilizado tanto
Pathogenwatch como una herramienta especifica del CGE conocida como PlasmidFinder (233).
Ademas, se han analizado la presencia de los complejos de incompatibilidad en los diferentes

contigs y su relacién con los determinantes de resistencia.
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3.3.4.4.4 Deteccion de determinantes de virulencia

Klebsiella pneumoniae complex es un microorganismo con una actividad patogénica
probada que es capaz de causar infecciones tanto comunitarias como IRAS, que incluyen
infecciones del tracto urinario, neumonia, infecciones intraabdominales, bacteriemias,
meningitis y abscesos hepdaticos pidgenos. Los principales determinantes de virulencia que
presentan son la produccién de cdpsula, de lipopolisacdridos, de sideréforos (yersiniabactina,
colibactina, salmochelina y aerobactina) y las fimbrias de tipo 1 y 3 (234). El fenotipo mucoso
hipervirulento de K. pneumoniae se considera uno de los determinantes de virulencia mas
importantes y estd regulado por los genes rmpADCy rmpA2 con dos vias de actuacion diferentes

(235).

Pathogenwatch permite ejecutar de forma sencilla la herramienta Kleborate (236), que
analiza varios de estos loci de virulencia y patogenicidad, incluyendo la presencia de sideréforos,
los genes rmpADC/rmpA2 y la prediccion del capsulotipo K y O mediante Kaptive (237,238).
Adicionalmente, se han utilizado la herramienta ABRicate (239) y la base de datos The Virulence
Factor Database (VFBD) (240) para analizar los determinantes de virulencia de los aislados del

presente estudio.

Se han comparado los resultados obtenidos mediante la herramienta web

Pathogenwatch con los obtenidos mediante ABRicate.

3.3.5 Valoracién por el comité ético de investigacion

Algunos resultados parciales del presente estudio fueron presentados en el trabajo de
fin de Master de Juan Carlos Forero Niampira titulado “Identificacidn, deteccidn de genes de
resistencia de betalactamasas y tipado molecular de Klebsiella pneumoniae a partir de
hemocultivo mediante secuenciacion masiva” y ha sido evaluado por el comité ético de
investigacion del Hospital Universitario Basurto (120.22 CEIHUB), que considera que su
realizacion no ha conllevado problemas éticos, ni ha vulnerado derechos y garantias de
confidencialidad de los pacientes y se ha realizado segun la legislacidn espafiola de proteccion
de datos tal y como se puede observar en el Anexo |. Ademas, se dispone de consentimiento
informado y autorizacidon expresa de los donantes sanos cuya sangre fue utilizada para la

simulacion del hemocultivo.
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4 Resultados
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4.1 Evaluacion del rendimiento del método UF para la identificaciéon mediante
MALDI-TOF

Para evaluar el rendimiento del método ultrarrapido (UF) para la identificacidn directa
de hemocultivos positivos mediante MALDI-TOF se ha comparado tanto con el método
establecido previamente en el laboratorio, el método de centrifugacion diferencial (DC), como

con la identificacion definitiva desde subcultivo en medio sélido.

Durante el periodo de estudio se han procesado un total de 176 hemocultivos con
frascos Lytic/10 Anaerobic/F positivos. Se han excluido 19 hemocultivos polimicrobianos del
estudio. Los aislados analizados se distribuyen de la siguiente manera: 75 microorganismos
Gram negativos entre los cuales destaca E. coli, 72 Gram positivos siendo el mas frecuente S.
epidermidis, 8 bacterias anaerobias y 2 levaduras. Los resultados completos son los

representados en la Tabla 6.

Tabla 6: Identificacion definitiva de los aislados analizados en este estudio

Especie n Especie n
Gram negativos 75 Gram positivos 72
Enterobacter cloacae 6 Bacillus cereus 1
Enterobacter hormaechei 2 Corynebacterium spp. 1
Escherichia coli 46 Corynebacterium striatum 1
Klebsiella pneumoniae 14 Enterococcus faecalis 3
Proteus mirabilis 6 Enterococcus faecium 1
Salmonella enteritidis 1 Staphylococcus aureus 16
Anaerobios 8 Staphylococcus capitis 4
Anaerococcus lactolyticus 1 Staphylococcus epidermidis 25
Anaerococcus nagyae 1 Staphylococcus hominis 5
Bacteroides fragilis 3 Staphylococcus intermedius 1
Clostridium innocuum 1 Staphylococcus pettenkoferi 1
Eggertella lenta 1 Streptococcus agalactiae 2
Facklamia languida 1 Streptococcus anginosus 2
Peptoniphilus harei 1 Streptococcus cristatus 2
Levaduras 2 Streptococcus dysgalactiae 2
Candida tropicalis 2 Streptococcus lutentiensis 1
Streptococcus oralis 3
Streptococcus spp. 1
TOTAL 157
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4.1.1 Concordancia general
El score medio para ambos métodos, el UF y el DC, fue similar en torno a 1,81, aunque
los resultados del método UF tienen una desviacion estandar (ds) inferior a la del método DC,

siendo de 0,36 y 0,4 respectivamente. (Tabla 7)

Si solo se comparan los scores > 1,7 como validos, el método UF consigue 106 resultados
(67,51 %). Todos ellos coinciden con la identificacién final a nivel de género y 103 (97,17 %)
también a nivel de especie. El método DC, por el contrario, solamente consigue 83 (53,5 %)
muestras con resultados validos de los cuales 83 (98,8 %) coinciden con la identificacion
definitiva a nivel de géneroy 81 (96,42 %) a nivel de especie. La diferencia entre ambos métodos

es estadisticamente significativa (p < 0,05).

Durante el estudio se han detectado dos candidemias, ambas causadas por Candida
tropicalis, aunque mediante ninguno de los dos métodos se ha conseguido obtener una

identificacion correcta.

4.1.2 Bacterias Gram negativas

Para este estudio se han incluido 75 hemocultivos positivos para bacterias Gram negativas. El
rendimiento de ambas técnicas para este subgrupo es considerablemente superior que, para los
otros subgrupos, teniendo un score medio de 2,01 (ds = 0,26) para el método UF y de 2,09 (ds =

0,28) para el DC. (Tabla 7)

Mediante el método UF se han obtenido 69 (92 %) resultados validos (score > 1,7), de los cuales
el 100 % coincide con la identificacion definitiva a nivel de géneroy 67 (97,1 %) a nivel de especie.
Por el contrario, utilizando el método DC se han conseguido 67 (97,1 %) resultados validos, de
los cuales 65 (98,5 %) concuerdan con la identificacidn definitiva a nivel de géneroy 64 (96,97 %)

a nivel especie. Las diferencias entre los dos métodos no alcanzan la significacidn estadistica.

4.1.3 Bacterias Gram positivas
En este estudio se han incluido 72 hemocultivos positivos para bacterias Gram positivas.
El score medio para ambos métodos fue claramente inferior al de las bacterias Gram negativas

siendo de 1,67 (ds = 0,34) para el método UFy 1,56 (ds = 0,31) para el DC. (Tabla 7)

El método UF solo obtiene 35 (48,6 %) resultados validos, de los cuales el 100 %
concuerdan a nivel de género con el método de referencia y 34 (97,14 %) a nivel de especie. Sin

embargo, el método DC apenas consigue 17 (23,61 %) resultados vélidos, coincidiendo todos
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con la identificacién definitiva a nivel de género y 16 (94,11 %) a nivel de especie. La diferencia

entre ambos métodos es estadisticamente significativa (p < 0,05).

Entre estos resultados para las bacterias Gram positivas destacan los obtenidos para S.
aureus de los cuales en este estudio se incluyen 16 hemocultivos positivos. EI método UF
consigue resultados validos para 14 (87,5 %) de ellos, coincidiendo todos a nivel de género y
especie mientras que el método DC solo logra una identificacion valida para seis (37,5 %) de
ellos, aunque coincidiendo todos a nivel de género y especie. La diferencia entre ambos métodos

es estadisticamente significativa (p < 0,05)

4.1.4 Bacterias anaerobias

Durante la duracién de este estudio se han analizado solo ocho hemocultivos positivos
para bacterias anaerobias. Este subgrupo obtuvo un score medio de 1,69 (ds = 0,31) con el
método UF y 1,54 (ds = 0,30) con el DC. EI método UF logra cinco (62,5 %) resultados validos
mientras que el DC dos (25 %), coincidiendo todos en género y especie con la identificacion

definitiva. La diferencia entre ambos métodos no alcanza la significacién estadistica. (Tabla 7)
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Tabla 7: Score medios y tasas de concordancia entre los métodos ultrarrdpido (UF) y de centrifugacion diferencial (DC)

con el método de referencia.

Método UF Método DC
Scores Total 1,81 (0,36) 1,81 (0,4)
medios  de  Grgm 2,01 (0,26) 2,09 (0,28)
(desviacién  Grgm 1,67 (0,34) 1,56 (0,31)
estdndar) positivas
Bacterias | 1,69 (0,31) 1,54 (0,3)
anaerobi
as
Concordanci Id vdlidas Género Especie | Id vdlidas Género @ Especie
a con método * *
de referencia
Total 106 106 103 84 83 81
(157) (67,51%) (100%) (97%) | (53509%) (988%) (9642%)
Gram
69 69 67 66 65 64
negativas
9 (100 %) (97,1 %) 9 (98,5 %) (96,97 %)
(75) (92 %) (88 %)
Gram
35 35 34 17 17 16
positivas
9 (100 %) (97,1 %) o) (100 %) (94,11 %)
(72) (48,6 %) (23,61 %)
Bacterias 5 5 5 2 2 5
anaerobi
s (8) (62,5%) (100%) (100%) | (25%) @ (100%) (100 %)

* Considerando sdlo los scores > 1,7 como identificaciones vdlidas.
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4.2 Evaluacion del método UF para la realizacién de estudios de sensibilidad

antimicrobiana

Para evaluar el rendimiento del método UF para la realizacidén de estudios de sensibilidad
se han comparado los resultados obtenidos mediante el método UF con los obtenidos con el
método previamente disponible en el laboratorio, el método del tubo separador de suero (SST),
y ambos con los obtenidos del método de referencia, es decir, la realizacidon del estudio de

sensibilidad desde un subcultivo en medio sdlido.

Durante el estudio se han analizado un total de 99 hemocultivos positivos; de los cuales,
nueve tuvieron que ser excluidos: seis por tener al menos uno de los métodos evaluados con un

resultado invalido y 3 por considerarse finalmente hemocultivos polimicrobianos.

4.2.1 Identificacion

Con ambos métodos, tanto el UF como el SST, se han obtenido resultados de
identificacidn bacteriana consistentes. Con el método UF se ha obtenido una concordancia con
la identificacidn definitiva a nivel de género en 86 (95,55 %) de los 90 hemocultivos analizados,
mientras que con el método SST 85 (94,44 %) muestras coincidieron con la identificacion
definitiva a nivel de género. Sin embargo, a nivel de especie mediante el método SST los
resultados obtenidos han sido discretamente superiores a los del UF logrando 85 (94,44 %)
resultados con una identificacion correcta frente a 79 (87,77 %) con la técnica UF. No obstante,

ninguna de estas diferencias es estadisticamente significativa. (Tabla 8)

Con el método UF el error mas frecuente (63,63 %; 7/11) que se obtiene se corresponde con la
identificacion errénea de S. aureus como un estafilococo coagulasa negativo. En el presente
estudio mientras que para S. aureus la tasa de identificacion correcta es del 46,15 % (6/13) para
el resto de los microorganismos fue del 93,93 % (62/66). Esta diferencia es estadisticamente
significativa (p < 0,05). En la Tabla 8 se muestran los datos de la identificacién de especies y los

errores obtenidos con los métodos UF y SST.
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Tabla 8: Identificacion de los diferentes aislados incluidos en el estudio, asi como el numero de errores incluidos en
las diferentes especies bacterianas.

Especie n Errores con UF Errores con SST
Enterobacter cloacae 3

Enterococcus faecalis 2

Enterococcus faecium 1

Escherichia coli 43 2 1
Klebsiella oxytoca 3

Klebsiella pneumoniae 4

Morganella morgani 1

Proteus mirabilis 8 1 1
Providencia rettgeri 1

Serratia marcescens 2 1 1
Staphylococcus aureus 13 7 2
Staphylococcus epidermidis 4

Staphylococcus hominis 2

Streptococcus pyogenes 1

Streptococcus pneumoniae 2

Total 90 11 5

UF = Método Ultrarrdpido; SST = Método del tubo separador de suero.

4.2.2 Resistencia antimicrobiana

La concordancia entre ambos métodos, el UF y el SST, es del 85,55 % (77/90). El método
UF coincide con el método de referencia en 84 de las 90 (93,33 %) de las muestras analizadas.
Entre los errores destacan una muestra con un VME (error fatal), dos muestras con ME (error
mayor) y dos muestras con mE (error menor), aunque uno de ellos presenta dos mE diferentes.

(Tabla 9)

El método SST por el contrario coincide con el de referencia en 80 de las 90 (88,88 %)
muestras analizadas. Se han detectado una muestra con un VME, cinco muestras con ME
(incluyendo una muestra con dos ME diferentes) y tres con mE, aunque una de ellas es la que

presenta también un VME. (Tabla 9)
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La CMI de ciprofloxacino en uno de los aislados esta en el drea de incertidumbre técnica
(ATU del inglés Area of Technichal Uncertainty) mediante ambas técnicas; mientras que con el
método de referencia es sensible. Como las ATU no son consideradas como resultados

informables, no se ha clasificado esta muestra ni como errénea ni como concordante.

Ninguna de las diferencias observadas es estadisticamente significativa.

Tabla 9: Tasas de concordancia entre los métodos ultrarrdpido (UF) y el tubo separador de suero (SST).

Concordancia en Identificacion

Concordancia nivel de especie

UF SST
ERROR 11 5
ACIERTO 79 85
% Acierto 87,77 % 94,44 %

Concordancia a nivel de género

ERROR 4 5
ACIERTO 86 85
% Acierto 95,55 % 94,44 %

Concordancia en sensibilidad antibiotica

Concuerdan 77 (85,55 %)

No concuerdan 14

Errores

VME 1 1

ME 3 6

mE 3 5

NE 84 (93,33 %) 80 (88,88 %)
Total 90 90

UF = Método Ultrarrdpido; SST = Método del tubo separador de suero; VME = error fatal; ME = error mayor; mE =
error menotr.
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4.3 Evaluacion del método UF para la preparacion de librerias de secuenciacion
masiva

Para evaluar el rendimiento del método UF en la preparacién de librerias de secuenciacién
masiva directamente desde el frasco de hemocultivo positivo, en primer lugar, se ha puesto a
punto la técnica de la secuenciacion de genoma completo (WGS del inglés whole genome
sequencing) bacteriana mediante el secuenciador MinlON mrklc. En una segunda fase, se han
secuenciado 8 cepas clinicas desde hemocultivos simulados, de los que se han obtenido datos
sobre la calidad de las secuencias y la capacidad de obtener datos de importancia clinica desde

la secuenciacion de hemocultivo positivo directo.

4.3.1 Concentracién y calidad del ADN extraido

La concentracion de ADN obtenida desde colonia directa varia entre 44 y 112 ng/yl,
mientras que la de las muestras de hemocultivos positivos es de 84 a 118 ng/pl, sin observarse
grandes diferencias entre ambos métodos. Ambos métodos son adecuados para la realizacidn
de secuenciacion masiva, mediante el protocolo de Rapid Sequencing Kit adaptado para flongle,

donde se recomienda partir de 400 ng de ADN en 7,5 pl.

No obstante, la calidad de los eluidos provenientes de hemocultivos positivos no se
encontraba dentro de los rangos recomendados por ONT, particularmente el ratio A260/A230,
lo que puede indicar la presencia de sustancias no deseadas en el eluido. Sin embargo, estos
indicadores mejoraron tras la purificacion mediante particulas magnéticas como se pueda

apreciar en la Tabla 10.

67



Tabla 10: Resumen de datos de calidad de extraccion y de secuenciacion de las muestras analizadas.

Tipode Muestra Concentracion Sin purificar Purificado Numero Numero Cobertura Longitud Mediana de las indice de calidad de
muestra de ADN de [ [3] [ [3] media de las lecturas N50 las lecturas Q
(ng/pl) lecturas profundidad lecturas (n2 de bases)
media (x) (n2 de bases)
1 4 201 1,95 229591 61 150 2793 1745 10,73
§ % 2 112 1,90 1,91 10549 54 28 2991 1878 10,26
] 3a 55,4 1,98 2,09 123969 97 138 6183 3929 11,94
3b 99,8 2,16 2,2 2,10 2,03 10350 93 5 3755 1709 11,65
4 90,4 2,12 2,13 2,01 2,12 100350 62 63 5519 3467 11,42
5 118 2,03 1,91 1,99 2,08 150960 61 74 4260 2661 11,76
6 114 2,12 2,03 2,03 2,20 129000 86 111 3752 2384 12,02
7 104 2,02 1,87 2,02 2,04 59800 44 45 7528 4598 11,56
8 100 2,05 1,9 2,04 1,97 150800 31 114 6396 4246 11,7
é 9 84,6 2,07 2,05 2,11 2,17 66110 61 50 7496 4503 11,74
§ 10 78,4 2,00 1,91 2,10 2,21 29140 54 29 7998 4795 11,87
§ 11 86,6 2,11 2,04 2,08 2,24 124680 84 98 6523 4228 11,78
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4.3.2 Numero de lecturas y profundidad de secuenciacién

El nimero medio de lecturas por experimento de secuenciacion es de 98774, si bien hay
algunos experimentos que tienen un rendimiento claramente inferior como, por ejemplo, la
muestra 2, secuenciada directamente desde colonia, o la 3b, desde hemocultivo (ver Tabla 10).
Esta diferencia no parece que pueda ser explicada por la variabilidad del nimero de poros
viables al inicio de la secuenciacidn, aunque debido al escaso nimero de muestras analizadas

esta falta de relacidn no puede ser demostrada estadisticamente.

El N50, es decir la mediana de la longitud de las lecturas, se sitla en un rango de bases
entre 1709 y 4795 con una media de 3345, mientras que la media de la longitud de las lecturas
varia entre 2793 y 7998 con una media de 5432 bases. La profundidad obtenida también varié
dependiendo, como era de esperar, del nUmero de lecturas logrado, entre apenas una cobertura

media de 5X en algunos experimentos hasta resultados excelentes de 150X.

El indice de calidad Q medio de las lecturas se sitia en un rango entre 10,26 u 12,02 con
una media de 11,74, que se corresponde con una probabilidad de acierto de la llamada de bases
de forma global del 93,3 %. Pese a no poder encontrar diferencias estadisticamente
significativas, es llamativa la diferencia entre la calidad de las muestras secuenciadas desde
colonia con una Q media de 10,97 y las realizadas desde hemocultivo positivo con una Q media

de 11,72.

4.3.3 Anilisis de secuencias crudas (raw sequences)

4.3.3.1 Identificacion de especie

El software WIMP clasifica las lecturas obtenidas segln su procedencia en lecturas de
origen bacteriano, viral, arqueano o humano, tal y como se puede apreciar en la Tabla 11. Las
cepas secuenciadas desde colonia presentan mas de un 99 % de lecturas asignadas a especies
bacterianas, sin embargo, en las cepas realizadas desde hemocultivos este porcentaje varia
entre el 70 % y el 99 % del total de las lecturas. La mayor parte de esas lecturas bacterianas son
asignadas a la especie final, no obstante, un nimero variable de lecturas son asignadas a otras
especies bacterianas estrechamente relacionadas, principalmente otras enterobacterias.
También existe cierta presencia de lecturas de origen viral, que en su mayoria corresponden a
diversos bacteriofagos, presentes en muchas bacterias. Ademads, también se pueden encontrar

en esa porcion variable (hasta un 30 % de las lecturas) secuencias de origen humano.
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Tabla 11: Asignacion taxonomica de lecturas obtenidas mediante secuenciacion por el programa WIMP comparada
con la identificacion mediante MALDI-TOF.

Muestra

Asignacion de lecturas

Lecturas asignadas a Klebsiella

pneumoniae complex (%)

ID mediante WGS

ID mediante MALDI-TOF

99 % Bacteria
1 % Homo sapiens
<1 % Virus

<1 % Arquea

74,18

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

98 % Bacteria
2 % Homo sapiens

<1 % Virus

89,52

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

3a

99 % Bacteria
<1 % Homo sapiens

<1 % Virus

95,52

Klebsiella quasipneumoniae

Klebsiella pneumoniae

3b

70 % Bacteria
30 % Homo sapiens

<1 virus
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Klebsiella quasipneumoniae

Klebsiella pneumoniae

99 % Bacteria
<1 % Homo sapiens

<1 % Virus

86,62

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

99 % Bacteria
<1 % Homo sapiens

<1 % Virus

87,48

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

96 % Bacteria
3 % Homo sapiens

<1 % Virus

84,62

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

91 % Bacteria
9 % Homo sapiens

<1 % Virus

80,46

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

97 % Bacteria
<3 % Homo sapiens

<1 % Virus

89

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

94 % Bacteria
<6 % Homo sapiens

<1 % Virus

84,8

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

10

85 % Bacteria
<15 % Homo sapiens

<1 % Virus

70,7

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

11

96 % Bacteria
<4 % Homo sapiens

<1 % Virus
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Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae

En 10 de los 12 experimentos de secuenciacidn realizados, la especie con mayor nimero

de lecturas asignadas por WIMP coincide con la identificacién obtenida mediante MALDI-TOF

previamente. Los experimentos 3a (de colonia) y 3b (de hemocultivo), corresponden
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originalmente al mismo aislado y ambos presentaban lecturas de Klebsiella quasipneumoniae
como las mas frecuentes, pese a estar identificada como Klebsiella pneumoniae mediante
MALDI-TOF. En todos los casos empleando las secuencias obtenidas durante la primera hora de

la secuenciacion fue posible identificar la especie bacteriana.

4.3.3.2 Deteccidon de determinantes de resistencia

El flujo de trabajo de EPI2ME también enfrenta las secuencias crudas en formato .fastq
a la base de datos CARD que permite identificar las betalactamasas presentes en todas las
muestras analizadas en este estudio. Los genes de resistencia con mayor prevalencia fueron
blaoxa-as presente en el 66,6 % de las muestras, seguido de blacrx-m-15 (58,3 %), blaoxa-1 (45,6 %) y

blaskv-25 (45,6 %).

Los genes de resistencia identificados mediante EPI2ME explican el fenotipo de
resistencia analizado previamente, aunque en muchos casos mediante este método se obtienen
alineamientos con multiples variantes de las betalactamasas identificadas. Como se muestra en
la Tabla 12, en la muestra 2 se detectaron 2 variantes de SHV (blasuv-2s Y blasuv-106 ) 0 en la
muestra 4 en las que se detectaron hasta 4 variante blaoxa (blaoxa-1, blaoxa-as, blaoxa-162 Y blaoxa-

244).

Comparando los resultados obtenidos a los diferentes tiempos establecidos (1, 3, 6, 12
y 24 horas) en EPI2ME, se observa que, cuanto mas tiempo transcurrido, mayor nimero de
lecturas, mayor nimero de genes y alineamientos obtenidos. En la mayoria de los casos, a partir
de la tercera o sexta hora, se consiguen aproximadamente 30000 lecturas y se pueden identificar
los genes presentes al final de la secuenciacion. Sin embargo, en las muestras 2 y 4, pese a tener
un numero de lecturas notablemente inferior, también fue posible identificar los principales

genes de resistencia después de 3 horas.

4.3.4 Analisis de genomas ensamblados

4.3.4.1 Identificacion de especie y secuenciotipo MLST

Todas las secuencias consenso obtenidas fueron reconocidas como Klebsiella
pneumoniae complex segun PathogenWatch y SpeciesFinder. La muestra 3 (3ay 3b) se identificd
como Klebsiella quasipneumoniae. Todos los resultados coincidieron, por lo tanto, con los

obtenidos mediante WIMP.
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Mediante la secuencia consenso, se pudo recuperar el ST mediante el esquema MLST del
Instituto Pasteur de todas las secuencias analizadas. El Unico ST presente en mas de una muestra
fue el ST307, perteneciente al complejo clonal (CC) 168, presente en el 50 % (5/10) de las cepas
de Klebsiella pneumoniae analizadas. Tal y como se puede observar en la Tabla 12 en los
restantes aislados se identificaron los siguientes ST: ST11 (CC11), ST489, ST469 (CC469), ST422,
ST5000 y ST1640 (CC350).

4.3.4.2  Deteccidn de determinantes de resistencia

Se ha conseguido realizar un ensamblado de novo mediante Flye de todos los
experimentos de secuenciacion realizados en el presente estudio, incluyendo aquellas que
presentaron un menor nimero de lecturas. Al reanalizar las mismas cepas una vez ensambladas
sus secuencias, se puede observar una reduccidn notable de las variantes de genes de
betalactamasas presentes en las mismas. Esto ocurre de forma notable en las muestras 2, 3a,
3b, 4, 5, y 6, para las variantes de OXA y SHV, que son identificados con mayor especificidad
obteniendo alineamientos con un 100 % de identidad. De forma general, el anélisis mediante
CARD de las secuencias crudas consigue una determinacion bastante precisa de al menos la
familia de betalactamasas que porta la cepa en cuestiéon. Sin embargo, un andlisis mas

exhaustivo con los genomas ensamblados permite una clasificacion mas precisa.

Respecto a los resultados obtenidos en las bases de datos CARD, Resfinder y
Pathogenwatch (una versién propia de la base de datos de CARD) se han observado resultados
similares en los genes de resistencia identificados con todas las bases de datos. blaoxa-as s la
betalactamasa mas frecuente ya que esta presente en el 66,6 % de las muestras analizadas,
seguida de blacrx-m-15€n el 58,3 %, y blasnv-2sen el 33,3 %. A diferencia de lo que ocurre con estos
genes, que se detectan en todas las bases de datos por igual, con las variantes de blasny y blatem
se han detectado diferencias en las distintas bases de datos. Por ejemplo, en la muestra 5 se
identifican diferentes variantes de TEM (blarem-1 en CARD, blarem-18 €en Resfinder, blarem-1o en
Pathogenwatch). En este caso, mediante el andlisis en profundidad de los archivos BAM vy la
secuencia consenso se han podido identificar la betalactamasa como blarem-1 al comparar los
alineamientos frente a la secuencia consenso obtenidos de las distintas bases de datos, y se ha
comprobado que las lecturas obtenidas de la muestra 5 correspondian a esa variante

presentando los mismos SNP. (Tabla 12)
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Tabla 12: Comparacion de los genes de betalactamasas encontrados en las diferentes bases de datos, con secuencias
crudas o ya ensambladas

Secuencias Genomas ensamblados
crudas
Muestra ST Caracterizacion de CARD CARD Resfinder Pathogenwatch
determinantes de
resistencia previa
a WGS
1 11 OXA-48 Iike, CTX- bIUOXA.l, bIUOXA.4g, blao)(A.l, b/GOXA.l, blao)(A.l, b/aOXA.43,
M-15 blacrx-m-15, blatem-a, | blaoxa-as, blaoxa-as, blacrx-m-15, blapua-1
blapua-1 blacrx-m- blacrx-wm-1s,
15, blasyy- | blapua
11, blapua-1
2 307 KPC blaoxa2,  blatem-a, | blatem-1o, | blastv-2s, blatem-1o, blaskv-s,
blaswyv-2s, blasiv-os, | blaskv-zs, blagpcs blagecs
blagpc-s blagpecs
3a 489 AmpCp blaoxa-1s, blaoxa-161, | blaoxa-2, blaoxa-2, blaoxa-2, blastv-1s
blastv.1s blasv-18 blastv.1s
3b 489 AmpCp blasv-1s blasv-1s blaoxa-, blaoxa-2, blasuv-1s
blaswy-1s
4 307 OXA-48 like, CTX- | blaoxa-1, blaoxa-as, | blaoxa-as, blaoxa-as, blaoxa-as, blacrx-m-1s,
M-15 blaoxa-162,  blaoxa- | blacrxm- blacrx-m-1s, blashy.2s
244, blacrxmas, | 15, blasay- | blaskv.zs
blasyv.2s, blasky-106 28
5 307 CTX-M-15, AmpCp blacrx-m-1s,  blasuv- | blacrx-m- blactx-m-1s, blactx-m-15, blaspy-2s,
28, blasuv-0s, blatem- | 15, blaswy- | blasuv-10s, blatem-1o, blacmy-2
1, blacmy-se 28, blatem. | blatem-1s
1, blacmy-2
6 469 OXA-48 Iike, CTX- blao)(A.43, bIGCTx.M. bIGQXA.43, blao)(A.43, bIGOXA.43, blaCTX-M-lS
M-15 15, blaswv-11, blaswy- | blacrx-mas | blactx-m-is
13, blaskv-70
7 422 OXA-48 like b/ao)(A.4s, bIGSHV-l b/ao)(A-As, bla()XA-481 b/aoxA.43, b/GSHv.l
blasky-1 blaspy-
8 307 OXA-48 Iike, CTX- blao)(A.l, blao)(A.43, bIGOXA.l, b/ao)(A.l, bIGOXA.l, b/aox/.\.4g,
M-15 blactxmas,  blaswy- | blaoxaas, | blaoxa-as, blacrx-m-1s, blaskv-s,
28, blatem-4 blacrx-m- blacrx-m-1s, blatev-a
15, blasuv. | blasky-2s,
28, blatem- | blatem-a
4
9 307 OXA-48 like b/ao)(A.4s, b/aSHv.zs b/ao)(A.43, bIGQXA.4g, b/aoxA.43, b/GSHv.zg
blasiy-28 blasv-2s
10 5000 OXA-48 like, CTX- | blaoxa1, blaoxaas, | blaoxa-1, blaoxa-1, blaoxa-1, blaoxa-as,
M-15 blacrx-m-1s blaoxa-as, blaoxa.as, blacrx-v-1s, blastv-11
blacrx-m- blacrx-m-1s
15, blasuy-
1
11 1640 OXA-48 like b/GOXA.l, b/GOXA.4s, b/ao)(A.l, b/GOXA.l, b/aOXA.l, blao)(A.43,
blacrxm-1s blaoxa-as, blaoxa.as, blacrx-w-1s, blastv-11
blacrx-m- blacrx-m-1s
15, blasuy-
1

4.3.4.3  Rendimiento con respecto al tiempo de secuenciacion

Se analizaron las secuencias a 1, 3, 6, 12 y 24 horas del inicio de la secuenciacion. En

ninguna de las muestras se han observado diferencias significativas entre los resultados a las 12
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y 24 horas consiguiendo el STy los genes de resistencia con un 100 % de identidad en todos los
casos. Al cabo de 6 horas se obtuvo la identificacidon en el 91 % de las muestras y en 3 horas tan
solo en el 25 % de ellas. Sin embargo, en algunos casos el tiempo de identificacidon de genes y ST
fue diferente, como la muestra 5, en la cual los genes de resistencia se identificaron a 3 horas y
el ST a 6 horas, o bien la muestra 1, donde 3 de 4 genes de resistencia (blacrx-m-1s, blaora-1, blaoxa-
48) tenian 100 % de identidad a las tres horas, y un gen (blaoxa-1) y el ST se identificaron a la sexta
hora. De nuevo, los resultados obtenidos dependen de la calidad de la secuenciacidn y nimero
de poros activos. En el presente estudio la mayoria de las detecciones se realizaron en el rango
de 20000 y 50000 lecturas con profundidad cercana a 20X aproximadamente, como se observa

enla Tabla 13.

Tabla 13: Evaluacion del tiempo necesario para la identificacion de ST y genes de resistencia con respecto al resultado
definitivo.

Coincidencia con resultado definitivo

Muestra Tiempo Lecturas Profundidad MLST Genes de resistencia
(horas) CARD Resfinder Pathogenwatch
1 3 44000 19
6 88400 20
2 6 8260 13
32 3 29882 26
3b 6 9300 5
4 6 28288 23
5 3 30290 17
6 54952 33
6 3 59800 35
7 6 19980 20
8 6 48486 41
9 6 20920 24
10 12 19636 22
11 3 22252 21

En color verde se representan los escenarios que coinciden con el resultado definitivo y en rojo aquellos que no
coinciden.
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4.3.4.4 Comparacion entre fenotipo y genotipo de resistencia antimicrobiana
Se ha correlacionado el patrén de sensibilidad fenotipico con los determinantes de resistencia

detectados en los diferentes aislados (Tabla 14).

Mediante este analisis se ha observado que pese a contar todas las cepas con mutaciones en las
porinas OmpK35 y OmpK36, frecuentemente relacionadas con un aumento de la resistencia a
cefalosporinas de tercera generacién, en ausencia de BLEE, éstas no condicionan una resistencia
a cefalosporinas de tercera generacion. Asi mismo, todas las cepas menos la muestra 2,
portadora de KPC-3, presentan numerosas y diferentes mutaciones tanto en OmpK35 como
OmpK36 que se asocian a una mayor resistencia a carbapenems. Pese a ello, el aislado 2

presenta CMI por lo general mas elevadas a carbapenems que muchos de los otros aislados.

La resistencia a los aminoglucésidos es variable y pese a detectar en la presente coleccion
numerosos determinantes de resistencia, no se puede encontrar una clara relacion entre el
fenotipo y genotipo. Asi mismo, la presencia del gen fosA por si solo no es suficiente para

predecir la resistencia a fosfomicina mediante el sistema Phoenix BD.

La resistencia a cotrimoxazol requiere la presencia de genes sull o sul2 y una variante de la
dihidrofolato reductasa (dfrA) mutada. No obstante, la presencia de, por ejemplo, dfrA14 en el
aislado 2 podria ser responsable del incremento observado en los valores de CMI de

cotrimoxazol, aunque se mantenga dentro de la categoria sensible.

La resistencia a quinolonas es generalizada en estos aislados y se ha podido justificar, tanto por
mutaciones en las dianas de las quinolonas gyrA, gyrB (DNA-girasa) y parC (Topoisomerasa VI),
a varias porinas como (OgxA y OgxB) como a elementos moviles portadores de diferentes

variantes de gnr detectados en sus secuencias.
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Tabla 14: Comparacion entre Fenotipo y Genotipo de resistencia antimicrobiana

Betalactamicos ‘ Carbapenems Aminoglucésidos Fosfomicina ‘ Cotrimoxazol Quinolonas
\ \ \
1 1 >3 [ >322 [ >16/4 [ 1/4 R [ 1[4 | R T S [ <c119 [0
11, blGoua-s, blaoxas, blarewss, blacix 0mpK35mu, 0mpK36mut fosA sull, ogxA, oqxB qnrB4, gyrAms, ParCru,
‘ aac(6’)-Ib-cr, ogxA, 0gxB
2 EC/ R L[ >16/4 >8 R [ <16 | R
blasi-s, blarew.s.0, 0MPK35mu;, 0MPK36imue c3 fosA ‘ dfrA14,0qxA, 0GxB, anrBl, gyrAmw, ParCmu,
oqxA, ogxB
3 489 | >8 [ 162 [ 1 [ 164 [ -8 | ] | <025 | | <=0125 | I S | <19 |1 [ os |
blaoxaz, blaoke-s-7, 0OMPK35mu, 0MPK36mue ant(2")-la fosA sull, ogxA, ogxB ogxA, ogxB
4 307 [ > [ >32/2 [ >16/4 [ 58 [ R 6 | 1 | (2 [l [ <[] || [ [ 476 |0
a1, blacri.1s, 0MPK35mu;, 0oMPK36mue ‘ blaoxs.as, 0MPK35mu;, 0MPK36mut aac(3)-lla, aac(6’)-Ib-cr, strA, strB dfrA14, sul2, ogxA, qnrB1, gyrAm., parGC,
oqxB aac(6’)-Ib-cr, ogxA, ogxB
5 307 | >322 [ >1604 [0 L] >0 [ -8 | [ % [e] 8 | Jos [ [ <ows | | <05 Jos | ]| <ons] [ | IV R
blacwy2, blacri.1s, ompK3 aac(3)-lla, aac(6’)-Ib-cr, strA, strB fosA dfrA14, sul2, oqgxA, qnrB1, gyrAmu, parCumu,
‘ oqx8 aac(6’)-Ib-cr, ogxA, 0gxB
6 469 R ST N i >a ] -8 | [ oss [l o8 | (a4 [ {8 Rl | ] <[]« | | P ] 4z ] o1
xM-15, OMPK35u,, 0MPK36mur blaoxs.as, 0MPK35mu;, 0MPK36mur aadA2, strA, strB dfrA12, sull, sul2, qnrB1, ogxA, ogxB
0gxA, 0gxB
7 22 >32/2 [0 >16/4 [ >8 | R N T S 0 S ] 16 [ <16 [
Smut, OMPK36mut blaoxa.as, OMPK35 5, 0MPK36mue aac(6’)-Ib, aac(6’)-Ib-cr, aadA1l fosA sull, ogxA, ogxB
0qgxA, ogxB
8 307 |l -8 e 32716 [FUE] >16/4 ] [ [ < [ [ ]2 P e | <8 | ] <n [ [ >4/76 |0
blacrx1s, 0mpK35m.;, ompK3i bla, 0mpK35u, 0MpPK36mut aac(6’)-lla-cr, aac(6’)-1b-cr fosA dfrA14, sul2, ogxA, qnrB1, gyrAmu, parCpu,
‘ ‘ ogxB aac(6’)-Ib-cr, ogxA, ogxB
9 307 | -8 [ >322 [ >1e4 ] > [ ] 16 [ 1 [ 2 [ [ [+ [ 1 [ [ <=4 | s [ <<110 [0
0mpK35u,, 0MpPK36imue blaoxs.as, OMPK355,, 0MPK36mue -Ib, aac(6’)-1b-cr, aadAl fosA 0gxA, 0gxB qnrB9, gyrAmu, parCmu,
0qgxA, ogxB
10 5000 RO IEEFYZ R ESTZ SR I R ST o I | <= RO I R R

-1, blacrw.1s, ompK35, blaoxa-as, 0OMPK35 5, 0MPK36mut , aadA2, strA, strB fosA dfrA12, sull, ogxA, qnrB1, gyrAmw, parCr
oqxB aac(6’)-Ib-cr, 0gxA, ogx|
1 1640 | R IEETYEI R IEST7 o I I I R R R s S S N I <1/19 |

blasyy-11, blaoxas, blacrxv.1s, 0MPK35mu, 0MpK36mu blaoxs.as, 0MPK35mu,, 0MPK36mur aac(6’)- ‘ fosA ‘ 0qxA, 0gxB acrRmee , aac(6’)-lb-cr,

v A
-3 il
N

=
v
3

0gxA, ogxB

Leyenda: 1AK (Amikacina), AMP (Ampicilina), AMC (Amoxicilina-clavuldnico), CAZ (Ceftazidima), CIP (Ciprofloxacino), CN (Gentamicina), CRO (Ceftriaxona), CXM (Cefuroxima), CZA (Ceftazidima-
Avibactam), ERT (Ertapenem), FEP (Cefepime), FOS (Fosfomicina), FOX (Cefoxitina), IPM (Imipenem), MER (Meropenem), PTZ (Piperacilina-Tazobactam) y SXT (Cotrimoxazol). 2 ompK35myt,
ompK36mut, gyrAmut, ParCmut ¥ acrRmu : gen que codifica variantes que presentan al menos un SNP que se asocia a una reduccion de la sensibilidad de la clase de antibidticos en los que estd
incluida. 35S (Sensible), | (Sensible, cuando se incrementa la exposicion) y R (Resistente).
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4.3.4.5 Deteccion de estructuras plasmidicas

En este estudio cuando la cobertura fue inferior a 60x (muestras 2, 7, 9 y 10) Flye
generalmente produjo secuencias consenso con un mayor nimero de contigs. Estos contigs
producidos fueron de tamafos muy variados, entre 1000 y 5000000 nucledtidos vy
frecuentemente no fueron acompafiados de estructuras plasmidicas independientes. Por el
contrario, cuando la cobertura de la secuencia fue mayor (muestras 1, 3,4, 5,6, 8 y 11) se redujo

el nimero de contigs y en ellos se pudieron encontrar estructuras plasmidicas completas.

Los complejos de incompatibilidad mas frecuentes en el presente estudio fueron la
asociacion IncFIB(K)/IncFlI(K) presente en 9 de las 11 muestras analizadas. Sin embargo, los
contigs en los que se encontraron son de un tamafio notablemente variable desde las 20 kilo
bases (kb) hasta las 200 kb. Asi mismo, los determinantes de resistencia presentes en estas

estructuras también fueron altamente variables, tal y como se puede ver en la Tabla 15.

Los genes que codifican carbapenemasas detectados en los aislados del presente estudio
siempre se han encontrado en contigs no identificados como cromosomas y van acompafados
en el mismo contig por estructuras de origen plasmidico. El gen blaoxa-ss, €l mas frecuente en el
presente estudio (8/11), ha sido detectado en el mismo contig que IncL en 6 ocasiones y que
IncR en 2 ocasiones. En el caso del aislado productor de blakecs, el contig en el que se ha

detectado la carbapenemasa presenta el complejo IncFIB(pQil)/IncFlI(K).
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Tabla 15: Tamaiio de contigs, estructuras plasmidicas y determinantes de resistencia

Muestra ST Nombre Tamafio Complejo de Cromosoma Determinantes de

contig contig incompatibilidad detectados Plasmido resistencia

(bases)

blaskv-11, blacrx-wm-1s

[x 2], fosA, ogxA

contig_1 5273937 Cromosoma ogxB
contig_3 179278 IncR Plasmido blaoxa-as
1 11 blaoxa1,  blaowa,

blaremss, qnrB4,
gacE, aac(6')-Ib-

cr; aph3-la, sull,

contig_4 21053 IncFIB(K)/IncFII(K) Plasmido ARR-3, catB3
contig_1 34595 IncFl(K) Plasmido

contig_2 52329 IncFIB(K) Plasmido

contig_3 52235 IncFIB(K) Plasmido

contig_5 1286

blashv-2s, fosA,

2 307 contig_6 5374015 0gxA, ogxB
contig_7 30775
contig_8 112178 IncFIB(pQil)/IncFlI(K) Plasmido blaecs, blarem-10
contig_9 142792 IncFl(K) Plasmido gnrB1, dfrA14
contig_10 45258
contig_11 27074 Col440l Plasmido
contig_1 77106 IncM1 Plasmido blaoxa2, blaskv-1s,

qgack, ant(2")-la,

sull
3 489
contig_2 5288183 Cromosoma blaokes7,  fosA,
0ogxA, ogxB
contig_3 153059 IncFIB(K)/IncFII(K) Plasmido
contig_1 5311252 Cromosoma blaskv-2s, blacrxm-
15, fosA, o0gxA,
ogxB
contig_2 65489 IncL Plasmido blaoxa-as
contig_3 220383 IncFIB(K)/IncFlI(K) Plasmido blaoxa1,  qnrB1,
! 07 aac(6')-lb-cr,
dfrA14, tet(A),
catB3
contig_4 200388 IncFIB(pNDM- Plasmido
Mar)/IncHI1B(pNDM-MAR)
blastv-2s, 0gXxA;
contig_1 5386953 Cromosoma ogxB
5 307 blaoxa1, blacrx-w-is,

qnrB2, aac(3)-lla,
aac(6’)-1b-cr, strA,
contig_2 247580 IncFIB(K)/IncFlI(K) Plasmido strB, tet(A), catB3
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contig_3 11965
contig_4 94113 Incl1-1(Alpha) Plasmido blacwy-2
contig_1 5114223 Cromosoma blastv-11, fosA,
0gxA, 0ogxB, sull,
sul2, dfrA15
contig_2 16396 Col(pHAD28) Plasmido
6 469
contig_3 201763 IncFIB(K)(pCAV1099-114) Plasmido blactx-m1s, qnrS1,
gack, aadA2, strA,
strB, mph(A)
contig_4 65502 IncL Plasmido blaoxa-as
contig_1 6018
contig_2 347120 IncFIA(HI1)/IncFIB(pNDM- Plasmido qnrB9, aac(6’)-b,
Mar)/IncR aac(6’)-1b-cr
contig_3 5289001 Cromosoma blastv-1, fosA5,
7 422 0gxA, ogxB
contig_4 109026 IncFIB(pKPHS1) Plasmido
contig_5 213187 IncFIB(K)/IncFII(K) Plasmido qack, aadAl, sull
contig_6 65479 IncL Plasmido blaoxa-as
contig_7 63403 IncFll Plasmido
contig_1 5302966 Cromosoma blastv-2s, 0QxA,
ogxB
contig_2 65497 IncL Plasmido blaoxaas, aac(6’)-
lla-cr, aac(6’)-1b-
cr
8 307
contig_3 247215 IncFIB(K)/IncFII(K) Plasmido Blaoxa-1, blacrx-w-1s,
qnrB1, sul2,
dfrA14, tet(A)
contig_4 199778 IncFIB(pNDM- Plasmido
Mar)/IncHI1B(pNDM-MAR)
contig_1 66265 IncL Plasmido blaoxa-as
contig_2 197136 IncFIB(K)/IncFlI(K) Plasmido tet(D)
contig_3 IncFIA(HI1)/IncFIB(pNDM- qnrB9, aac(6’)-1la-
347288 Mar)/IncR Plasmido cr, aac(6’)-1b-cr
contig_4 blasuv-2s,  fosA5,
9 307 4870481 Cromosoma 0gxA, ogxB
contig_6 19630 gack, aadA1
contig_7 417964
conitg_8 15967
conitg_9 16944
contig_10 109045 IncFIB(pKPHS1) Plasmido
blasuv-1, blacrx-m-1s
[x3], fosA, ogxA,
contig_1 5018369 Cromosoma 0qgxB, strA, strB
10 5000
contig_2 600609
contig_3 1156
contig_4 41211 blacrx-m-1s
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contig_5 421136

gack, aadA2, sull,
contig_6 213017 IncFIB(K)/IncFlI(K) Plasmido dfrA14, catAl

contig_7 65504 IncL Plasmido blaoxa-as

blaoxa1, aac(6')-

contig_8 46659 IncR Plasmido Ib-cr, catB3

blastv-11, blacrx-m-1s
[x 3], fosA, ogxA,
contig_1 5191812 Cromosoma ogxB

11 1640 contig_2 32391 pKPC-CAV1193 Plasmido blacrx-m-1s

blaoxa1, blaoxa-as,
aac(6')-1b-cr,
contig_4 64214 IncR Plasmido catB3

4.3.4.6  Deteccion de determinantes de virulencia

El serotipo mas frecuente detectado fue el 02afg:K102 presente en 4 de las 11 cepas
estudiadas, perteneciendo ademads todas al ST307. 02a:K24 representd el segundo serotipo mas
frecuente siendo el detectado en 3 aislados, seguido del O3b:K111 detectado en dos de las
cepas. Otros serotipos presentes en el presente estudio fueron el 03/03a:K53 y el 03b:K139.

(Tabla 16)

Ninguna de las secuencias analizadas incluye el gen regulador del fenotipo mucoide a
rmpA2 ni el gen rmpADC, ambos estrechamente relacionados con el fenotipo mucoide
hipervirulento de K. pneumoniae. Pathogenwatch identifica tres aislados (1, 10 y 11)
productores del sideréforo yersiniabactina, concretamente del secuenciotipo ybt10 movilizados
mediante ICEKp4, y no reconoce ningun otro determinante de virulencia en ninguna de las
cepas. Por su parte VFDB detecta también el gen de la yersiniabactina en esos tres aislados.
Ademas, esta base de datos identifica también la presencia del gen de la enterobactina en todos
los aislados, asi como del gen de la proteina de membrana externa A (ompA) y un homologo del

operon ecpABCDE.

Tal y como se puede observar en la Tabla 16 las tres cepas productoras de

yersiniabactina son también las pertenecientes al serotipo 02a:K24.
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Tabla 16: Determinantes de virulencia segun las bases de datos Kleborate y VFDB

Pathogenwatch (Kleborate)

Enterobactina ini i ecpABCDE

Colibactina

© o

= =3
=3

]

: 5

> n

Yersiniabactina
Aerobactina
Salmochelina
rmpABC/rmpA2
yagV/ecpE
yagW/ecpD
yagX/ecpC
yagY/ecpB
yagZ/ecpA
ykgK/ecpR

1 11 KL24 01/02v1 02a:K24 yot1o/ | - | -] -] - 99,3 99,1 94,61 | 100 100 99,9 100 | 100 99,9 100 | 100 | 100 | 100 99,9 100 99,6 100 | 9992 | 100 | 9864 | 9831
ICEKp4
2 307 KL102 | 01/02v2 | O2afg:K102 - [ I I 99,2 99,1 94,61 - - - - - - - - - - - 100 99,7 100 | 99,96 | 100 | 9864 | 9831
3 489 KL53 03/03a 03/03a - [ I I 99,6 99,3 94,61 - - - - - - - - - - - 100 99,7 100 | 99,96 | 100 | 9864 | 9831
4 307 KL102 | 01/02v2 | O2afg:K102 - -1 -1- 99,2 99,1 94,61 - - - - - - - - - - - 100 99,7 100 | 99,96 | 100 | 9864 | 9831
5 307 K102 | 01/02v2 | O2afg:K102 - -1 -1+ 99,2 99,1 94,61 - - - - - - - - - - - 100 99,7 100 | 99,96 | 100 | 9864 | 9831
6 469 KL139 03b 03b:K139 - -1 -1- 99,2 99,1 94,61 - - - - - - - - - - - 100 99,7 100 | 99,96 | 100 | 9864 | 9831
7 422 K111 03b 03b:K111 - -1 -1+ 99,2 99,1 94,49 - - - - - - - - - - - 100 99,7 100 | 99,96 | 100 | 9864 | 9831
8 307 KL102 | 01/02v2 | O2afg:K102 - [ I I - 99,1 94,49 - - - - - - - - - - - 100 99,4 100 | 99,96 | 100 | 9864 | 9831
9 307 KL111 03b 03b:K111 - [ I I 99,2 99,3 94,61 - - - - - - - - - - - 100 99,6 100 | 99,96 | 100 | 9847 | 9831
10 5000 KL24 01/02v1 02a:K24 yot10/ | - [ - |- - 99,3 99,1 94,61 | 100 99,9 99,9 100 | 100 100 100 | 100 | 99, | 100 100 100 99,7 100 | 99,96 | 100 | 9864 | 9831
ICEKp4 8
11 1640 KL24 01/02v1 02a:K24 yot1i0/ | - | - | - | - 99,3 99,1 94,61 | 100 100 100 100 | 100 100 100 | 100 | 100 | 100 100 100 99,7 100 | 9996 | 100 | 98,64 | 9831
ICEKp4

81



5 Discusion
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Las técnicas que permiten acelerar o dinamizar el diagndstico etioldgico de la
bacteriemia tienen una enorme importancia en el manejo clinico de la sepsis. Prueba de ello es
el esfuerzo mantenido en la optimizacidn de su diagndstico desde la mejora progresiva de los
medios de cultivo, que permiten recuperar el agente causal en un mayor nuimero de
bacteriemias en un menor tiempo (66,67), pero también técnicas que se centran con mayor o
menor fortuna en detectar estas bacterias sin necesidad de esperar a su crecimiento. En
referencia a estas técnicas algunos ejemplos que se han utilizado son: el uso combinado de
técnicas moleculares y espectrometria de masas que proponia el sistema IRIDICA (Abbot, EE.UU)
con resultados prometedores (241), pero con limitada trayectoria comercial; sistemas que
utilizan un sistema miniaturizado de resonancia magnética para detectar la presencia de algunas
dianas especificas de ADN mediante la lectura de la respuesta de ciertas particulas
paramagnéticas con la sefial T2, como el sistema T2Dx (T2Biosystems, EE.UU) (242); o mediante

el uso de secuenciacién masiva o NGS directamente desde la muestra de sangre (213).

Otros abordajes utilizados se centran en el frasco de hemocultivo positivo para intentar
acortar el proceso diagndstico. En algunos casos utilizando soluciones moleculares como los
populares paneles Filmarray, (BioFire, EE.UU) (243) validados para ser usados en hemocultivos
positivos, pero también muchas soluciones comerciales que permiten acortar el tiempo para el
procesamiento rutinario de los hemocultivos. En esta misma linea, pero como una solucién no
comercial, de bajo coste y bajo tiempo de preparacion, se encuentra el método ultrarrapido (UF)
que a lo largo de este trabajo se ha implementado para su posterior utilizacion en la
identificacion mediante MALDI-TOF, determinacidn de sensibilidad mediante el sistema Phoenix

BDy, por ultimo, también para la realizacién de WGS mediante un secuenciador ONT MinlON.

5.1 Evaluacion del rendimiento del método UF para la identificacion mediante

MALDI-TOF

En este estudio se ha desarrollado y evaluado el rendimiento de un nuevo método
abreviado de preparacién de los hemocultivos positivos para su identificacion mediante MALDI-
TOF (el método ultrarrapido, UF) comparandolo con el método establecido previamente en el
laboratorio (el método centrifugacion diferencial, DC). El principio de accidn de este ultimo es
ampliamente conocido (115). La intencién de la primera centrifugaciéon de 10 min a 3000 rpm
es separar el crecimiento bacteriano de los elementos celulares de la sangre y las resinas del
frasco de hemocultivos, mientras que la segunda centrifugacidn a 10000 rpm forma un pellet

bacteriano que puede ser directamente depositado en la tarjeta de MALDI-TOF.
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Sin embargo, los frascos BACTEC™ Lytic/10 Anaerobic/F con saponina y su accidn litica
otorgan una oportunidad Unica para acortar este procedimiento. Esta lisis permite prescindir de
la primera centrifugacién para eliminar los elementos formes de la sangre tal y como se ha
realizado en otros protocolos de extraccion proteica desde hemocultivos para MALDI-TOF
basados en saponina (244). Sin embargo, este protocolo no se puede realizar con aquellos
frascos no liticos que no incluyen saponina en su formulacién, ya que en estos frascos el pellet
formado se compone principalmente de gldbulos rojos y resinas que impiden su utilizacidn para

la determinacién de la identificacion bacteriana.

El método propuesto no requiere practicamente ni equipo ni reactivos adicionales con
respecto a la identificacidon estandar desde subcultivo en agar sélido, y consigue reducir de

manera notable el tiempo requerido para la identificacién del microorganismo.

Comparando con otros métodos, el método UF requiere un tiempo de preparacion
significativamente inferior. De hecho, el tiempo se reduce desde aproximadamente 25 min del
método comercial Sepsityper (245) o los 15 min de otros métodos in house recientemente
descritos (246) a 5 min; requiriendo, ademas, menos consumibles y ahorrando, por tanto,

tiempo y dinero.

Ademas, el método UF funciona, de forma global y en todos los subanalisis realizados
en este estudio, mejor que el método DC. Esta diferencia en rendimiento no siempre es
estadisticamente significativa, pero en algunos casos, como el caso concreto de S. aureus,
probablemente se debe al reducido nimero de muestras analizadas en el estudio. Estudios

posteriores que apliquen este método puede que consigan alcanzar una diferencia significativa.

El umbral > 1,7 empleado para considerar los resultados como validos vy, por lo tanto,
informables en este estudio, ha sido elegidos siguiendo las recomendaciones del fabricante. No
obstante, estos limites pueden ser demasiado estrictos y, de hecho en la practica clinica en
situaciones especiales, como la identificacion de micobacterias (107) y hongos filamentosos
(108), estos umbrales se amplian con resultados satisfactorios. Unos umbrales menos estrictos
aplicados a estos métodos ayudarian a mejorar sensiblemente el nimero de identificaciones

correctas, teniendo siempre una mayor cautela al interpretar estos datos.

La limitacion principal de este estudio es no poder comparar los resultados del presente
estudio con soluciones comerciales que se sitlan a la cabeza en rendimiento en la literatura;
como, por ejemplo, el kit Bruker MBT Sepsityper®. No obstante, este método consume
notablemente mas recursos tanto humanos como monetarios, al ser mas laborioso y lento y

tener que sumar el precio de adquisicién de los reactivos. Otro método interesante para
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comparar con el método UF es el realizado desde un subcultivo de 3h en medio sdlido, conocido
como MALDI gota (111,132), y muy extendido en los laboratorios de microbiologia clinica. Este
método, como el UF, no requiere de ninguna inversion extra. No obstante, en este caso el

retraso diagndstico es sustancial ya que sigue siendo un método basado en el cultivo.

Los resultados obtenidos en el método UF no son inferiores a los observados en otros
estudios comparados en el metaanalisis de Ruiz-Aragdn J, et al. (247), donde también se aprecia
el peor rendimiento de estas técnicas para los microorganismos Gram positivos. El método UF
utilizado en el presente estudio, consigue tasas de concordancia por encima de la media cuando

se compara con otros métodos in house, recogidos en este metaanalisis.

Un valor afiadido a este método es que también permite utilizar el pellet obtenido para
otras aplicaciones: la realizacion de tests de hidrdlisis de ciertos antibidticos en
Enterobacteriaceae (126) o su uso para la realizacion de estudios de sensibilidad antimicrobiana
0 secuenciacion masiva, siendo una aplicacién importante a la hora de reconocer mecanismos
de resistencia preocupantes como BLEE y carbapenemasas en bacterias causantes de

bacteriemias.

5.2 Evaluacion del método UF para la realizacion de estudios de sensibilidad

antimicrobiana
Como se ha mencionado previamente, el método UF produce un pellet bacteriano cuya
utilidad no se limita Unicamente a la identificacion de los hemocultivos positivos mediante
MALDI-TOF, sino que puede ser empleado para la realizaciéon de estudios de sensibilidad
antimicrobiana. En este estudio se ha comparado el rendimiento del método UF con el método
establecido en nuestro laboratorio (método de tubo separador de suero, SST) para la realizacion

de estudios de sensibilidad antimicrobiana directamente del hemocultivo positivo.

Ambos métodos, tanto el UF como el SST funcionaron adecuadamente en este estudio
y no se observaron diferencias estadisticamente significativas en su rendimiento. No obstante,
el método UF requiere de un tiempo de preparacidn significativamente inferior, acortando el
proceso de diez minutos a uno. Asimismo, el método UF requiere menos material especializado,
ya que solo es necesario un tubo de 2 ml en vez de un tubo separador de suero, mas costoso y
el volumen necesario de hemocultivo positivo también es menor, requiriendo solamente 2 ml
en vez de 10 ml. Otro beneficio de este método es la posibilidad de combinar en un solo
procedimiento, la generacidon de un pellet vdlido para la identificacion bacteriana mediante

MALDI-TOF descrito previamente (70) o para la preparacién de librerias de secuenciacién masiva
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Y una suspensién bacteriana para la realizacién de estudios de sensibilidad mediante el sistema

Phoenix BD o cualquier otro sistema automatizado.

En los laboratorios de microbiologia clinica se realizan cada vez un mayor nimero de
determinaciones y este aumento no siempre es proporcional al aumento de plantillas (248). Por
ello, el desarrollo de este tipo de técnicas mds rapidas y que permiten simplificar los flujos de

trabajo son especialmente importantes (249).

En el presente estudio se ha obtenido una tasa de concordancia con la identificacion
definitiva mediante Phoenix del 93,93 % para el método SST. Estos resultados son muy similares
a los observados previamente por Funke et al. (219) que obtuvo un 92,88 % o por Yonetani et
al. (250) con un 92,89 %. Por el contrario, con el método UF se obtuvo un rendimiento inferior
(87,7 %), aunque esta diferencia no es estadisticamente significativa y depende, en gran medida,
de los problemas para identificar S. aureus mediante el método UF. Excluyendo este

microorganismo la tasa de concordancia seria del 93,93 % al igual que para el método SST.

Estos problemas observados con la identificacién de S. aureus mediante el método UF
son sorprendentes con una tasa de acierto en la identificacién de tan solo 46,15 % comparando
con el 84,6 % del método SST. En la mayor parte de los casos, estos aislados fueron identificados
erroneamente como estafilococos coagulasa negativos por método UF. Es posible que ciertos
compuestos presentes en los frascos de hemocultivos liticos, incluyendo la saponina, no se
eliminen mediante el método UF e interfieran con la identificacién bioquimica que lleva a cabo
el sistema Phoenix en el panel PMIC/ID-88. De hecho, en un estudio realizado por Lupetti et al.
en el que emplearon saponina para lisar los hemocultivos como paso intermedio para la
realizacion de paneles del sistema Phoenix obtuvieron también resultados subdptimos en la
identificacién de Staphylococcus spp (251). Sin embargo, en el presente estudio no se ha
relacionado la identificacidon errénea de este género con ninguna prueba bioquimica de las
incluidas en el panel PMIC/ID-88 en particular. Afortunadamente, en estos paneles no se han
detectado problemas con el apartado de sensibilidad bacteriana. Debido a esto, y a la capacidad
de realizar la identificacién mediante MALDI-TOF mediante el método UF, una soluciéon seria
combinar la identificacion mediante MALDI-TOF con los paneles de Phoenix BD que solo realizan
estudios de sensibilidad antimicrobiana, ya que estos paneles al disponer de mas pocillos o tener
que utilizarlos para pruebas bioguimicas de identificacién, permiten incluir en el panel mas
antibidticos a estudiar, siendo algunos de estos antibidticos de gran importancia clinica o

microbioldgica.
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En cuanto al rendimiento en la determinacién de la sensibilidad a diferentes
antimicrobianos, en este estudio se ha observado que el 93,33 % de las muestras analizadas
mediante el método UF concuerdan con el método de referencia, a diferencia del método SST
en el que esta concordancia era solo del 88,88 %. Estos resultados son similares a los obtenidos
por Yonetani et al. (250) del 92,7 %, aunque algo inferiores a los descritos por Funke et al. (219)

del 95 %.

Como se ha comentado previamente, una de las principales limitaciones del estudio es
no haber podido comparar los resultados de nuestro método con técnicas comerciales como,
por ejemplo, el sistema FAST™ (Quvella Corporation, Canada) (252) que produce también, a
partir de 2 ml de sangre y en 20 min, una suspensién bacteriana, denominada colonia liquida,
apta para la realizacidn de estudios de sensibilidad, identificacion mediante MALDI-TOF (253) y
preparacion de librerias para secuenciacion masiva (252). No obstante, pese a los resultados
prometedores que este tipo de técnicas ofrecen, siguen implicando la adquisicién de equipos y
reactivos adicionales, con el consecuente impacto econdmico. Ademds, el sistema FAST™, a
diferencia del método UF, esta limitado a la realizacion Unicamente de dos determinaciones
simultaneas y requiere de un mayor tiempo tanto de preparacidén del cartucho (unos 2 min)

como de proceso (unos 20 min).

Otra limitacion del método UF es que solo puede emplearse a partir de frascos BACTEC™
Lytic/10 Anaerobic/F, debido a que su funcionamiento se basa en los compuestos liticos que se
encuentran en estos medios. Esto supone una limitacidn a su posible implantacién en la rutina,
puesto que en ocasiones no se puede contar con este tipo de frasco, como, por ejemplo, en la

poblacién pediatrica en la que se emplean otro tipo especial de hemocultivos.

Por todo ello, se puede considerar que el rendimiento del método UF es al menos
equivalente al método que hasta ahora era rutinario en nuestro laboratorio, el SST, y es una

mejora sustancial al flujo de trabajo de los hemocultivos positivos en nuestro laboratorio.

5.3 Evaluacion del método UF para la preparacion de librerias de secuenciacion

masiva

Para evaluar el rendimiento del método UF como método previo a la extraccién de acidos
nucleicos para la realizacién de secuenciacidn de WGS mediante el secuenciador MinlON se ha
realizado una prueba de concepto con 3 aislados bacterianos que han sido secuenciados desde

colonia y nueve desde hemocultivo positivo simulado.
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En el presente estudio no se han observado diferencias entre la concentracién de ADN
obtenida en las muestras extraidas de colonia (44-112 ng/ul) y la extraidas de hemocultivo
positivo (84-118 ng/ul). En estudios previos en los que se realizaba secuenciacion mediante el
sistema MinlON a partir de hemocultivos, las concentraciones fueron similares 17-60 ng/ul, adn
empleado soluciones comerciales especialmente disefladas para la extraccion desde
hemocultivos como el BiOstic Bacteremia DNA kit (Quiagen, Alemania) (254) o el kit MolYsis
Plus (Oasis Diagnostics, Canada) (216). Ademas, en este Ultimo caso es necesaria la realizacion
de una lisis enzimatica previa, lo que aumenta notablemente el tiempo de preparacién mas alla
de las tres horas. La concentracion de ADN obtenida es, ademas, suficiente para realizar WGS
sin necesidad de realizar procedimientos adicionales como PCR para aumentar el rendimiento
de las librerias (255), lo cual se traduce en una disminucion del tiempo necesario para la
preparacion de las muestras. En el presente estudio, este tiempo es inferior a una hora,
incluyendo desde la extraccién de la sangre del hemocultivo positivo hasta la introduccién de la
libreria en el propio secuenciador, por lo que convierte este método en una posibilidad viable

para su realizacidn rutinaria en los laboratorios de microbiologia clinica.

Por otro lado, pese a que la concentracién de ADN obtenida de la extraccién
directamente desde el pellet obtenido mediante el método UF era suficiente, se pudo observar
gue la calidad de ese ADN no se encontraba dentro de los rangos de absorbancia recomendados
por el fabricante. Por ello, se optd por realizar un lavado del eluido con particulas magnéticas
previo a la preparacién de la libreria. Mds aln, en un ensayo anterior a este estudio se realizd
un experimento de secuenciacidn sin esta purificacion y se detectd que se producian errores de
lecturas durante la secuenciacion y, ademas, se observé que la obstruccién de los poros se

produjo a una mayor velocidad causando un ndmero de lecturas viables extremadamente bajo.

La saturacion de poros puede deberse a la presencia de inhibidores en la sangre como
la hemoglobina o la inmunoglobulina G, que son sobradamente descritos como problematicos
para la realizacién de PCR u otros procedimientos moleculares que emplean ADN que ha sido
extraido de sangre (256). En nuestros resultados, los rangos de A260-A230 inferiores a 2,0
pueden estar relacionados con contaminacion de alcoholes, fenoles y carbohidratos
provenientes de la extraccién que pueden interferir con los componentes de librerias como los

adaptadores (222), aunque las muestras extraidas desde colonia no se vieron afectadas.

En otro estudio reciente realizado por Avershina et al. (257) en el que también emplean
flongle para la secuenciacién directa desde hemocultivos obtienen resultados similares a los que

se observan en el presente estudio. Aunque en este caso utilizan otro kit de preparacion de
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librerias, el SQK-LSK110, consiguiendo valores de lecturas similares que tampoco se relacionan

con la cantidad de poros disponibles al inicio de la secuenciacién.

En los experimentos realizados desde colonia, se ha podido observar en WIMP una
proporcién de lecturas bacterianas superior al 99 %, mientras que en las realizadas desde
hemocultivos este porcentaje varia entre el 70 % al 95 %. En estas muestras, a pesar de que la
mayor parte del resto de lecturas alinean con Homo sapiens (Tabla 11), se demuestra que
metodologia utilizada en el presente estudio permite realizar, en gran medida, una correcta
separacion de los componentes y células presentes en la sangre dando como resultado una
mayor proporcidn de ADN bacteriano. Finalmente, cerca del 3 % al 5 % del porcentaje neto
asignado a bacterias, correspondia a otros taxones bacterianos relacionados, con los que

posiblemente comparten genes o secuencias similares.

En los analisis realizados con lecturas crudas se ha podido observar que, tanto en la
asignacion de especie como en la deteccién de determinantes de resistencia, se pueden producir
errores de asignacién, con especies bacterianas estrechamente relacionadas en el WIMP o con
otras variantes del mismo determinante de resistencia en la busqueda en CARD (como ocurria
con ciertas muestras con variantes de blasny 0 blaoxa). Por lo tanto, es recomendable seleccionar
aquellos que cuentan con un mayor numero de alineamientos; ya que muchas de las
asignaciones realizadas con EPI2ME pueden tener tasas de error entre el 10 % y el 20 % con

genes de elevada similitud (214,216) .

Mediante el andlisis de secuencias crudas en EPI2ME se ha conseguido un perfil basico
de genes de resistencia, pero es recomendable realizar un andlisis a partir de secuencias
consenso. A pesar de esto, este programa muestra un gran potencial para la deteccion rapida
en los casos de infecciones graves. Ademas, presenta la ventaja de no requerir conocimientos
avanzados en bioinformatica ni el uso de grandes recursos informaticos facilitando el acceso a
mas personas y su implementacion tanto en la rutina como en la atencidn continuada en

microbiologia clinica.

Otros estudios con la tecnologia de ONT difieren del nuestro en algunos aspectos, ya
que suelen emplear las mas extendidas flowcell en lugar de flongle y se seleccionan
alineamientos con menos del 100 % de identidad. Asi, en el estudio de Cao et al. (258) describen
que para la deteccién de genes de resistencia en la base de datos Resfinder de una cepa de K.
pneumoniae secuenciada con MinlON, el nimero de lecturas necesarias para la identificacion
de betalactamasas era entre 1200 y 25000 con profundidad de 4X a 7X en un tiempo entre 2 y

10 horas. Sin embargo, el autor sefiala detecciones erréneas debido a bajos valores de cobertura
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y de rendimiento en la secuenciacién. En el estudio de Avershina et al. (257) mencionado
previamente describen también que los archivos recuperados durante las primeras 3 horas eran
suficientes para realizar la identificacién de genes de resistencia y las primeras secuencias fiables

se obtenian con tan solo 3000 o 4000 lecturas.

En el presente estudio, el kit SQK-RAD004 empleado en flongle demostré un buen
rendimiento tanto en subcultivos como en hemocultivos, debido a que se obtienen valores
similares de numero de lecturas y calidad en la secuenciaciéon. Respecto a otros estudios, el
tiempo necesario para la identificacién de genes de resistencia fue mayor, ya que se valoraron
genes de resistencia con una identidad del 100 %, lo cual requiere una mayor cobertura y
numero de lecturas. Pese a que se ha determinado que la secuenciacion con ONT puede
presentar tasas de error de hasta del 3 %, este tipo de secuenciacidn ofrece ventajas como
permitir secuenciar fragmentos mas largos de ADN, lo cual facilita y reduce el tiempo para el
proceso de ensamblaje. Para mejorar el proceso de ensamblaje y reducir la tasa de errores, ONT
ha mejorado su software bioinformatico mediante una optimizacién en los algoritmos de
alineacién que favorece el aumento de la profundidad de las secuencias y la produccion de una

secuencia consenso mas fiable (30x a 50x) (259).

En cuanto al secuenciotipo, el mas frecuente, y, de hecho, el Unico presente en mas de
una muestra, incluyendo el Unico aislado productor de KPC-3, ha sido el ST307 (45,45 %). Este
ST pertenece a un clon multirresistente que esta asociado a la produccidn de carbapenemasas
y ha emergido en varias partes del mundo, siendo actualmente un clon de alto riesgo (260). En

Espaia han sido descritos varios brotes asociados a este clon, incluyendo bacteriemias (261).

Pese a que se han dado grandes avances en los Ultimos afios en la correlacion entre
genotipos y fenotipos de sensibilidad antibidtica, hoy sigue siendo complicado establecer con
seguridad la resistencia a determinados antibiéticos con la deteccidn de ciertos genes. Para
obtener una mayor precisién, en ocasiones, son necesarios estudios mds exhaustivos del
entorno genético de esos mismos genes y el estudio de otros factores relacionados. Esto aleja,
en cierta manera a estas predicciones de la realidad clinica, aunque no dejan de tener una

elevada importancia.

Este es el caso de blaoxa-as, la carbapenemasa mas frecuente en el presente estudio, que
aun teniendo todos los aislados alteraciones en las porinas OmpK35 y OmpK36 presentaron
diferentes niveles de resistencia a carbapenems. A diferencia del estudio de Lumbreras-Iglesias
et al. (262), en nuestro estudio no se pudo relacionar esas mutaciones con los diferentes grados

de sensibilidad a carbapenems.
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Otro ejemplo en el que la relacion entre genotipo y fenotipo no es clara, es el de la
resistencia a fosfomicina. En todos los aislados de nuestro estudio encontramos fosA vy, sin
embargo, los datos de resistencia a fosfomicina obtenidos del sistema Phoenix BD son muy
variables. Esto es similar a lo descrito por Elliot et al. que en un estudio con 70 enterobacterias

positivas para fosA encontraron que las CMI variaban entre <= 0,5y >1024 ug/ml (263).

Por el contrario, en el caso de la resistencia a cotrimoxazol en el presente estudio se
pudo encontrar una relacidon directa en la presencia de genes que actlan en los dos
componentes activos del antibidtico como son dfrA (trimetropim) y sul (sulfametoxazol) y la
resistencia a cotrimoxazol. La presencia de ambos genes en los aislados clinicos de nuestro
estudio se corresponde con la resistencia a ese antibidtico como ya fue descrito previamente en

Stenotrophomonas maltophilia por Hu et al. (264).

El estudio de los plasmidos mediante secuenciacién masiva puede ser un proceso arduo
y, por ello, en muchas ocasiones se ha optado por aislar y extraer especificamente los pldsmidos
para su secuenciacion (265). Incluso mediante aislamiento previo, el analisis de los plasmidos de
mas de 50 kb sigue representando un problema (266). Con el desarrollo de nuevas versiones de
ensambladores y algoritmos especificos para el ensamblado de plasmidos como el
plasmidSPADES (267), las perspectivas de utilizar plataformas de secuenciacién de lecturas
cortas como lllumina para su analisis han mejorado (268), pero realmente son las tecnologias de
secuenciaciéon de molécula Unica o de tercera generacidn las que realmente tienen el mayor
potencial para resolver las estructuras plasmidicas correctamente. Una de las principales
desventajas de estos métodos sigue siendo su relativa baja precisidn por base, teniendo, por
ejemplo, nuestras secuencias obtenidas mediante tecnologia ONT puntuaciones de Phred (Q)
medias de en torno a 13, mientras que las secuencias obtenidas mediante lllumina se pueden
situar cerca de Q=30. Debido a esto, la estrategia mas contrastada para el correcto analisis de
las estructuras plasmidicas es combinar lecturas largas y cortas en lo que se conocen como
ensamblajes hibridos (269). En este sentido, una estrategia viable seria utilizar en una primera
instancia el método UF y la secuenciacion mediante minlON para facilitar una respuesta rapida
en los hemocultivos positivos y, posteriormente, para completar el estudio combinar esas

lecturas con las de una secuenciacion mediante un método de lecturas cortas.

En este estudio solamente se han empleado lecturas de ONT, no obstante, en las cepas
en las que se logré una profundidad de secuenciacién por encima de 60x los resultados han sido
altamente satisfactorios obteniendo un nimero reducido de contigs en los que siempre se ha

encontrado complejos de incompatibilidad y, en muchos casos, determinantes de resistencia. Si
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bien no se ha comprobado la existencia de dichos plasmidos mediante otras técnicas, es
razonable pensar que los contigs que corresponden a estructuras genéticas mas pequeinas que

el cromosoma y que incluyen estructuras plasmidicas sean en efecto plasmidos.

Por el contrario, en las secuencias con una menor cobertura se pudo observar que
aparecen un mayor nimero de contigs, de tamafios muy variados, que en ocasiones no portan
complejos de incompatibilidad. En otras ocasiones en la misma secuencia aparecen dos o mas
contigs con el mismo complejo de incompatibilidad, lo que es un indicio claro de que esta

secuencia no represente la estructura del genoma bacteriano en cuestién.

Los complejos de incompatibilidad mas frecuente en los contigs de nuestros aislados
fueron la asociacién IncFIB(K)/IncFlI(K), presente en 9 de 11 secuencias. Los plasmidos
pertenecientes al complejo de incompatibilidad IncF son muy frecuentes en enterobacterias vy,
a menudo, pueden portar mas de un replicon como en este caso. Estos plasmidos vehiculizan
asiduamente multitud de determinantes de resistencia como blacrx.m-1s 0 gnrsl1, entre otros
(270,271). En la secuencia 2 se pudo encontrar un contig que incluia un complejo de

incompatibilidad IncF, en este caso IncFIB(pQil)/IncFII(K), acompafiando a blakecs.

Con respecto a la carbapenemasa mas frecuente en nuestro estudio, blaoxa-as, siempre
se ha podido encontrar en estructuras que se han considerado como posibles plasmidos. Mas
especificamente, en 6 de los 8 aislados en los que se detectd blaoxa-as, ésta se encontraba en un
contig de unos 65 kb que portaba también un IncL, similar a los descritos por Poirel et al. (272).
No obstante, es necesario un andlisis en mayor profundidad y posiblemente el uso de un

ensamblaje hibrido para establecer el posible origen clonal de estos plasmidos.

La alta heterogeneidad que presenta K. pneumoniae en la produccién de sus
lipopolisacdridos que contienen diferentes variantes del antigeno O y de los polisacaridos
capsulares correspondientes al antigeno K, dificultan en gran medida la creacidn de una vacuna
realmente protectora frente a K. pneumoniae (273). Por ello, no resulta sorprendente que en
nuestro estudio encontremos 5 serotipos diferentes analizando 11 muestras. Incluso dentro del
mismo ST, en nuestro caso ST307, se pudieron detectar cepas que albergan diferentes loci tanto
del antigeno K como O. En ninguna de nuestras cepas se detectd K1 o K2, estrechamente

relacionadas con el fenotipo hipervirulento e hiperviscoso de K. pneumoniae (274) .

Las cepas de K. pneumoniae incluidas en este estudio, salvo el aislado nimero 3 que es
de un control de calidad de la SEIMC, son en su mayoria aislados clinicos de infecciones de orina
o aislados provenientes de estudios de colonizacidn, es decir, no son originalmente cepas con

una alta capacidad invasiva. El aislado 2 es probablemente la cepa comercial de la American

92



Type Culture Collection ATCC 700603, debido a la alta homologia de sus secuencias, y en origen
esta cepa fue también aislada en el contexto de una infeccién de orina. Mds que por su interés
patogénico, estas cepas fueron seleccionadas por su perfil de resistencia antibiotica, y por
suerte, hasta ahora en K. pneumoniae la multirresistencia y la elevada patogenicidad rara vez se

dan juntas (275).

Por lo tanto, como era de esperar estas cepas no presentaban una gran dotacién de
determinantes de virulencia, siendo tan solo 3 de ellas productoras de yersiniabactina, como
Unico determinante detectado en Kleborate. La yersiniabactina, a diferencia de otros
siderdforos analizados, es relativamente frecuente en K. pneumoniae y no se encuentra asociada
a plasmidos, sino a un elemento integrativo y conjugativo conocido como ICEKp (276) y en las
secuencias analizadas en el presentes estudio se encontraba en efecto en el contig identificado

como cromosoma.

La base de datos VFDB identificd también la yersiniabactina en las mismas cepas que
Kleborate, y ademds detectd la presencia de la proteina de membrana OmpA vy la presencia de
homadlogo del operdn ecpABCDE en todas las secuencias. La funcion de estas moléculas en la
patogenia de K. pneumoniae es discutida, pero OmpA tiene entre otras funciones la capacidad
de defender a la célula bacteriana de la accion de péptidos antimicrobianos (277) y ecpABCDE,
que codifica para el pilo comun de E. coli, esta involucrado en la formacién de biopeliculas en K.

pneumoniae (278) junto con las fimbrias de tipo 1y 3 (279,280).

El presente trabajo presenta limitaciones respecto al tipo de muestra empleado. Se
utilizaron cepas conocidas que fueron inoculadas en hemocultivos, por lo cual no se evaluaron
muestras clinicas en las cuales se pueden presentar cultivos mixtos, o con diferentes
concentraciones de microorganismos. La sangre empleada era de voluntarios sanos y se
desconoce de qué forma la sangre de pacientes con infeccién (mayor nimero de neutrofilos,
respuesta inmune activada, tratamiento antibidtico) puede afectar a la extracciéon o a la

secuenciacion masiva.

En conclusidn, pese a las limitaciones de este estudio y teniendo en cuenta la gran
cantidad de informacidn que se obtienen de este tipo de técnicas se puede considerar que su
implantaciéon en los servicios de microbiologia clinica esta plenamente justificada. Su impacto
econdmico no es mayor que el de muchas técnicas rapidas que se utilizan hoy en dia en los
laboratorios de microbiologia y la preparacién de la libreria y los primeros resultados que se
obtienen no estdn muy alejados de los obtenidos por dichas técnicas rapidas. Ademas, si bien

es cierto que, para el total aprovechamiento de los datos generados, sigue siendo necesario
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contar con personal experto en bioinformatica, con las plataformas como EPI2ME se pueden
obtener datos de alta relevancia clinica (p. ej. identificacidn de los microorganismos implicados
en una bacteriemia y determinantes de resistencia) sin necesidad de grandes conocimientos
informaticos, en un informe similar al obtenido de otras técnicas rdpidas. Esta tecnologia supone
la ventaja anadida de poder aprovechar posteriormente la informacidn adicional generada para
ampliar los estudios necesarios. Por otro lado, no se debe olvidar que, a diferencia de muchas
otras técnicas rdpidas, la realizacion de WGS desde el hemocultivo positivo directo no esta
restringida a unas especies bacterianas en concreto y puede funcionar para el diagndstico de

patdgenos poco frecuentes.
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6 Conclusiones
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De los resultados obtenidos en el estudio realizado en el presente proyecto de Tesis Doctoral

se puede extraer las siguientes conclusiones:

10.

El nuevo método propuesto en este estudio, el método ultrarrdpido UF, es un
procedimiento barato, sencillo y que no requiere apenas de material adicional.

El método UF, comparado con el de doble centrifugacién (DC), permite reducir en 10
minutos la identificacion del microorganismo de un hemocultivo positivo mediante
MALDI-TOF.

El método UF tiene un rendimiento superior al método DC tanto de forma global como
en la identificacion de microorganismos Gram positivos, Gram negativos y anaerobios.
El pellet obtenido mediante la técnica UF puede ser empleado para la realizacién de
estudios de sensibilidad antimicrobiana automatizados directamente desde el
hemocultivo positivo.

El método UF tiene un rendimiento equivalente al método del tubo separador de suero
(SST) y al método de referencia desde colonia en la identificacidon bacteriana mediante
el sistema Phoenix BD.

El método UF no es inferior al método SST en la realizacion de estudios de sensibilidad
antimicrobiana automatizados directamente desde un frasco de hemocultivo positivo.
El método UF y los nuevos protocolos de preparacién de libreria rapidos de ONT
permiten comenzar un experimento de secuenciacién masiva desde frascos de
hemocultivos positivos en menos de una hora.

Mediante el método propuesto se obtienen datos fiables y definitivos sobre
secuenciotipo y determinantes de resistencia en menos de 7 horas desde la
positivizacion del hemocultivo.

La secuencia obtenida es de una calidad y cobertura suficiente para el estudio de
posibles estructuras plasmidicas y determinantes de virulencia.

La capacidad de inferir de manera fiable del fenotipo de resistencias a partir del genoma
bacteriano obtenido de un frasco de hemocultivo positivo es cada vez mas cercana,

aunque son necesarios mas estudios.
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