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Resumen

Las infecciones asociadas a la atencion en salud (IAAS) han cobrado relevancia en salud
publica a nivel global por la creciente frecuencia de infeccién en mdultiples regiones. Este
panorama es aun mas critico en bacterias Gram negativas como Pseudomonas
aeruginosa. Esta especie coloniza ambientes hospitalarios y dispositivos médicos (como
catéteres y ventiladores mecanicos), generando infecciones cronicas en pacientes,
incluyendo con fibrosis quistica, infecciones en heridas, entre otras problematicas de

importancia en salud.

En el presente estudio, se analizé la arquitectura genémica de 10 aislamientos de
Pseudomonas aeruginosa en un hospital de tercer nivel en Bogota D. C. - Colombia a
partir de la secuenciacion de genoma completo y la tipificacion de secuencias multilocus

(MLST) centrandose en su asignacion intrataxa diversidad gendémica e identificacion de



perfiles moleculares con descripcion de dindmica de transmisién a nivel microgeografico

y global.

En este estudio, se evidencid la dispersion por diferentes servicios hospitalarios y
periodos de tiempo, también se identificaron seis tipos de secuencia (ST), de los cuales
cuatro se asignaron a complejos clonales, mientras que dos ST correspondieron a
singletons, al no ser incluidos en ningun grupo clonal. De las secuencias identificadas,
ST111 y ST235 han sido previamente reportados en Colombia con alta presencia
intrahospitalaria y mientras que ST663, ST357, ST2211, ST1290, ST2148 tienen en otros
paises, sin embargo, cuatro secuencias no lograron ser clasificadas.

Esta investigacion pone en manifiesto la necesidad de establecer sistemas de vigilancia
basadas en nuevas tecnologias para rastrear la propagacion de clones y estudiar la
diseminacién de Pseudomonas aeruginosa.

Palabras claves: Pseudomonas aeruginosa, secuenciacion, epidemiologia, MLST,
complejos clonales.

Abstract

Healthcare-associated infections (HAIs) have gained relevance in public health at a global
level due to the increasing frequency of infection in multiple regions. This panorama is
even more critical in Gram-negative bacteria such as Pseudomonas aeruginosa. This
species colonizes hospital environments and medical devices (such as catheters and
mechanical ventilators), generating chronic infections in patients, including chemical
fibrosis and wound infections, among other important health problems.

In the present study, the genomic architecture of 10 Pseudomonas aeruginosa isolates

in a tertiary hospital in Bogota D.C. - Colombia was analyzed from whole genome



sequencing and multilocus sequence typing (MLST) focusing on their intrataxa diversity,
genomic assignment and identification of molecular profiles that provide the description
of their transmission dynamics at microgeographic and global levels.

In this study, the dispersion across different hospital services and time periods was
evidenced, six sequence types (ST) were also identified, of which four were assigned to
clonal complexes, while two ST corresponded to singletons, as they were not included in
any clonal group. Of the identified sequences, ST111 and ST235 have been previously
reported in Colombia with a high intra-hospital presence and while ST663, ST357,
ST2211, ST1290, ST2148 have been reported in other countries, however, four
sequences could not be classified.

This research highlights the need to establish surveillance systems based on new
technologies to track the spread of clones and study the dissemination of Pseudomonas
aeruginosa.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, sequencing, epidemiology, MLST, clonal

complexes.

1. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) consolida los reportes de resistencia y brotes
de microorganismos relevantes a nivel clinico a nivel global. Esta organizacién ha
propuesto un acrénimo para las bacterias de importancia actual en salud global
denominado grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella

pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp), a



partir del cual elaboré un comunicado para el ano 2021 denominado “Patégenos
multirresistentes que son primarios para la OMS”. En dicho comunicado se definieron los
siguientes tres grupos: Prioridad-1 (critica), Prioridad-2 (elevada) y Prioridad-3 (media),
entre los cuales Pseudomonas aeruginosa fue clasificada en el de mayor prioridad,
siendo definida como en “estado critico”, debido a su resistencia a los carbapenémicos,
frecuencia de deteccion y facilidad de transmisién (1,2)

Para el afio 2024, la OMS publicé una nueva lista de bacterias prioritarias, ubicando a P.
aeruginosa en el segundo grupo denominado “High group”, este grupo se caracteriza por
presentar resistencia a un grupo de antibidticos (carbapenémicos). Sin embargo, esta
clasificaciéon se limita a algunas regiones geograficas, determinadas por la OMS dejando
afuera algunos paises que no realizan estudios moleculares que permitan el reporte
epidemiologico en tiempo real, como es el caso de Colombia (3)

Debido a la emergencia en salud relacionada en la actualidad, principalmente por
bacterias patdgenas, la OMS en alianza con la Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS), generd una plataforma llamada ReLAVRA (Red Latinoamericana y del Caribe de
Vigilancia de la resistencia antimicrobiana), en donde se consigna cada afio el nimero
de aislamientos, la resistencia fenotipica a ciertos antibiéticos y los laboratorios de
referencia por cada pais. Este sistema permite generar un panorama de las resistencias
mas reportadas, pero muchos de estos reportes carecen de andlisis moleculares y/o de
secuenciacion de nueva generacion, que permitan estudiar el evento con un enfoque
MAs preciso.

En Colombia, el Ministerio de Salud ha establecido lineamientos para el manejo de la

resistencia antimicrobiana, a partir de los datos consolidados por el Instituto Nacional de



Salud. Estos datos se centralizan a través del sistema de vigilancia epidemioldgica,
obteniendo datos anuales de laboratorios de salud publica, hospitales y laboratorios de
referencia, con caracterizacion molecular de las notificaciones reportadas. Esto ha
permitido identificar la emergencia actual, la dispersion y dinamica de los diferentes
mecanismos de virulencia y resistencia, evidenciando la importancia de notificar y
realizar estudios epidemioldgicos con mayor frecuencia, incluyendo diferentes zonas de
cada pais (4).

Las infecciones causadas por P. aeruginosa se correlacionan con infecciones urinarias,
infecciones en pacientes inmunosuprimidos, neumonias de gravedad y pacientes con
fibrosis quistica (5). También se han identificado factores que generan disposicién a sufrir
una infeccion grave como la edad, antecedentes clinicos, enfermedades crénicas como
diabetes, permanencia extendida en los centros hospitalarios, entre otros (6); por ello su
monitoreo epidemioldgico es de gran importancia.

La tipificacion de secuencias de mdultiples loci (MLST) es una herramienta molecular que
utiliza siete marcadores moleculares correspondientes a secciones de genes de
“‘mantenimiento”, usada para generar una tipificacion intrataxa (7). Al realizar esta
clasificacion se determinan clones que almacenan diferente informacion con un aporte
significativo y dispersion a nivel global permitiendo un rastreo epidemioldgico, esto se
realiza por medio de herramientas como pubMLST

(https://pubmlst.org/organisms/pseudomonas-aeruginosa) (8), la cual utiliza siete genes

de “mantenimiento” que hacen parte del esquema (aroE, acsA, guaA, mutL, nuoD, ppsA

y trpE).


https://pubmlst.org/organisms/pseudomonas-aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa posee un genoma de entre 5 a 7 Mega bases, el cual esta
compuesto por un genoma central (genes conservados con codificacion de las funciones
esenciales) y uno accesorio (conjunto de genes que brindan ventajas adaptativas al
microorganismo y pueden ganar/perder eventualmente) (9). Esta ultima caracteristica
puede conferir una elevada plasticidad gendmica, potencialmente asociada a capacidad
de adaptacién a diferentes ambientes, asi como el intercambio de genes asociados con
virulencia y resistencia a antibioticos (10). La frecuencia de infeccion de P. aeruginosa
ha aumentado debido a su resistencia a antibioticos, por lo que se han realizado
diferentes estudios a nivel gendmico que permiten dar un panorama acerca de su
dispersion (8). Dentro de dichas investigaciones se destacan estudios epidemiologicos
en los gque se realizo la clasificacion a nivel de ST, identificando el ST463 con el gen bla
KPC-2 (12).

En otras partes del mundo como China, se realizé un seguimiento epidemiolégico con
pacientes de estancia larga en UCI en donde se les tomaron muestras en diferentes
momentos de su estancia hospitalaria utilizando Illumina. Se encontraron 10 complejos
clonales, de los cuales dos clones tenian un nimero mayor de polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP) y variaciones en secuencias homopoliméricas que los otros clones, lo
qgue indica un fenotipo hipermutador. También recambio clonal de manera rapida e
identificacion de 24 genes mutados recurrentemente que exhibieron diversidad
intraclonal en dos o0 mas clones (19). En estudios recientes, realizados en América del
Sur, se encontré frecuencia del clon ST211, que transportan carbapenemasas de tipo

VIM-2 y KPC-2 (13).



En cuanto a Colombia, se han identificado poblaciones de P. aeruginosa por medio del
método de tipificacion de secuencias multilocus (MLST), el cual resulta confiable y
preciso (14). Algunos de los clones que se han identificado en departamentos como
Antioquia, Valle del Cauca y Cundinamarca son ST111, detectado con carbapenemasas
de clase A (CTX-M-like y TEM-like) y de clase B (VIM-2); clon ST244 con
carbapenemasas de clase A (SHV-like y TEM-like) y de clase B (VIM-like); ST298,
identificado con carbapenemasas de clase B (VIM-2)(14) y ST235, clon de alta frecuencia
a nivel mundial e identificado en infecciones agudas especialmente pacientes internados
en Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), quienes adquieren neumonia asociada a la
ventilacibn mecanica o infeccion por quemaduras, también en infecciones oculares y del
tracto urinario(15,16). Este clon en Colombia se ha identificado con presencia de
carbapenemasas Clase A (CTX-M-like y KPC-2), clase B (VIM-like) y clase D (OXA-2)
(7).

En la actualidad, nuevas tecnologias y herramientas de deteccion han surgido
permitiendo el mejoramiento de bases de datos y una mejor deteccion de los
microorganismos, por ello en el afio 2023 se realiz6 un estudio con aislamientos de
P.aeruginosa en 44 paises cuyo objetivo era definir las caracteristicas y la frecuencia
global, para ello se realizdé secuenciacion de lllumina. Adicional a ello se realiz6 una
clasificacion en clones partiendo de la clasificacion por MLST identificando 14, de los
cuales el clon uno y dos resultan ser los mas importantes pues contienen ST235y ST211
(importancia mundial). (18)

En este contexto, el objetivo de este estudio fue estudiar la diversidad y dinamica de

transmision de Pseudomonas aeruginosa de un Hospital de tercer nivel en Bogota D.C.,



Colombia a niveles microgeografico y global, a través del ensamblaje de genomas,
analisis de MLST, reconstruccion filogenética y complejos clonales (CC). Esta
investigacion muestra la necesidad de implementar nuevas metodologias para realizar
seguimientos epidemiolégicos mas robustos, implementando secuenciacién de nueva

generacion con un enfoque no solo a nivel local, sino también global.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Recepcion de muestras

Muestras tomadas de un banco de aislamientos almacenados en el Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia de los afios 2019, 2020 y 2021.
Estas muestras llegan al Instituto de Biotecnologia (IBUN) en medio de transporte AMEIS
con carbén activado identificado con fecha de la toma de muestra, tipo de muestra,

género y especie del microorganismo y codigo de la muestra.

2.2 Caracterizacion fenotipica y antibiograma

Los aislamientos cuentan con identificacion taxondémica utilizando el equipo Phoenix 110
de la casa comercial Becton Dickinson, este sistema utiliza diluciones a escala
McFarland 0,5 detectando crecimiento por reaccion oxido-reduccion y determinacion de
turbidez. Utiliza los paneles NID (identificacién fenotipica) y NMIC-101 (antibiograma),
en donde se identificd la presencia o ausencia fenotipica de carbapenemasas. Los

aislamientos que mostraban resistencia a carbapenémicos cuentan con pruebas



adicionales tales como Test EDTA y Acido Borénico, indicando de manera especifica la

carbapenemasa presente.

2.3 Procesamiento en el laboratorio

Codificados los aislamientos se inicia la activacién, para ello inicialmente se cultivan en
agar MacConkey OXOID (crecimiento de 24 horas), en donde se evidencia crecimiento
caracteristico de la colonia y la no fermentacion de lactosa. Se pasan a un agar selectivo
y diferencial para P. aeruginosa, agar cetrimide Scharlau (crecimiento 24 horas)
generando un pigmento verde (piocianina y pioverdina). Las colonias recuperadas fueron
sembradas en agar Mueller Hilton para recuperar biomasa, posterior se criopreservaron

por duplicado en caldo BHI y glicerol 20%.

2.4 Extraccion DNA

Confirmados y verificados los aislamientos, se sembraron en caldo BHI para realizar la
extraccion ADN, la cual se llevo a cabo utilizando el kit comercial PureLink® Genomic
DNA para bacterias Gram negativas (Invitrogen, 2020). Para verificar la cantidad e
integridad del ADN, se realiz6 una cuantificacion tanto con Qubit utilizando fluorescencia
(ThermoFisher, 2020) con el kit comercial Qubit dsDNA BR (Invitrogen,2020), como base
para hacer los calculos de concentracién en ng, como a través de espectrofotometria
usando un equipo nanodrop, para el calculo de los indices A260/A280 y A260/A230,

criterios utilizados para secuenciar.

2.5 Creacion de librerias gendémicas



Para su elaboracion se utilizo la plataforma lllumina con el kit comercial Illumina Dna
Prep, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se verificé calidad analizando la
distribucion y el tamafio de los fragmentos usando el Analizador de fragmentos Qseq100
Bioptic (Bioptic, 2016)

2.6 Secuenciacion

Se realizd secuenciacion de genomas completos de los ADN obtenidos de los
aislamientos que cumplieron con los criterios de calidad. Para ello, se utilizé la plataforma
lllumina MiSeq utilizando celda de flujo MiSeq V3 con una salida maxima de 600 ciclos
(con una cantidad de datos crudos esperados de 15Gb) disponible en el core de

secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia.

2.7 Andlisis bioinformatico
Para realizar el ensamblaje de los genomas se empleo el Pipeline elaborado por el grupo
de bioinforméatica de la Universidad Nacional de Colombia

(https://github.com/dctopro/Pipe_Plasmid), que considera: una verificacion de calidad

utilizando el programa FastQC v0.11.5, limpieza de las secuencias con Trimmomatic
v0.36 eliminando secuencias de baja calidad y adaptadores, y ensamblaje usando se
realizé el ensamblaje de novo del genoma completo utilizando SPAdes v3.10.1,
empleando el genoma de referencia Pseudomonas aeruginosa PAO1 del Centro
Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI) Reference Sequence: NC_002516.2.
3.7.3.

A partir de los ensamblajes de genomas se realizé la clasificacion por medio de MLST

utilizando Pipeline 2.22.0 (https://github.com/tseemann/mist), el cual realiza una
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asignacion por comparacion con la base de datos de PubMLST. Posterior se empleé la

herramienta e-BURST (https://www.phyloviz.net/goeburst/) para revisar los complejos
clonales de acuerdo con las secuencias ST reportadas. Se realiz6 un llamado de
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) a nivel de genoma completo, utilizando Snippy
v4.3.6. A partir del alineamiento mdultiple de SNPs se realiz6 una reconstruccion
filogenética de Maxima Verosimilitud usando el programa RAXML v8.2.4, que fue
posteriormente visualizado empleando la herramienta web Interactive Tree of Life - iToL

(https://itol.embl.de/), se establecié un soporte de nodos utilizando bootstrap con un

porcentaje de 90%.

3. RESULTADOS

3.1 Ensamblaje de genomas

Partiendo de las librerias por medio de illumina se tuvieron concentraciones promedio de
21 ng/uL y un tamafio promedio de fragmentos de 598 pb; con estos resultados
posteriormente se realiz6 la normalizacion a 4nM para finalmente secuenciar. La
aplicacion del pipeline bioinformético desde el IBUN, condujo a la obtencién de datos de

secuenciacion con un puntaje de calidad Q-Score (Q30) mayor o igual a 70%,

3.2 Clasificacion tipificacién de secuencias multilocus
De acuerdo con las muestras recolectadas, se realizé un andlisis de dispersion desde la
notificacién en noviembre de 2019 con un clon de alto riesgo hasta abril de 2021 en

donde se evidencia la presencia de diferentes ST encontrados. Asi mismo con este
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analisis se denota la dispersion en los diferentes servicios, con variacion de tiempo desde
15 dias hasta un afio y la permanencia de estos.

Para realizar la clasificacion ST se tomaron en cuenta los perfiles alélicos reportados que
ya estan establecido para P. aeruginosa (20). Dentro de los 10 aislamientos descritos en
el estudio lograron clasificarse en seis ST, de los cuales dos aislamientos pertenecen al
mismo ST cuatro no lograron clasificarse como en el caso de PA-030802692, PA-
040401482, PA-082801342 y PA-090302321. Como método de verificacion, estas
secuencias fueron revisadas directamente en pubMLST, a fin de corroborar la
actualizacion y eficacia del pipeline, dando como resultado diversidad no reportada,

impidiendo la clasificacion (Figura. 1).
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Figura 1. Linea del tiempo representando dispersion de los ST identificados por servicio
hospitalario entre los afios 2019, 2020 y 2021

3.3 Relacion filogenética.

Al obtener SNPs se realiz6 una reconstruccion filogenética, en donde se generaron 3
Grupos de acuerdo con los nodos generados, estos se dividieron de la siguiente manera
grupo 1 (PA-082801342 y PA-082801332), grupo 2 (PA-121603024, PA-020900572 y
PA-012002271) y en el grupo 3 los demas aislamientos incluyendo PAO1 (referencia).
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PA-082801342 y PA-082801332 dos aislamientos tomados de la misma paciente con
diferencia de 15 dias. Sin embargo, el ST de PA-082801342 no logré ser asignado.
Aunque pertenecen al mismo grupo en el arbol queda una gran incognita acerca de
posibles mutaciones de P. aeruginosa, que puede presentarse incluso dentro del mismo
paciente. Estos hallazgos representan una evidencia adicional de la elevada plasticidad
de genoma de esta especie.

PA-040401482, PA-030802692, PA-082801342 y PA-090302321 no lograron ser
clasificados. Tres de ellos (PA-011701832, ST1290; PA-060900232, ST2148; y PA-
090300131, ST663) fueron identificados de acuerdo con la base de datos con reportes
de afios 2016, 2009 y 2002 en paises como Haiti y Francia.

Se evidencia politomia entre PA-030701752 y PA-020100661 (ST111) y PA-012002271
y PA-020900572 (ST357), lo cual evidencia una estrecha relacién entre ellos para las
secuencias analizadas. Algo de notar es la persistencia de ST111 dentro del hospital y
del servicio de hospitalizacién puesto que a pesar de que son aislamientos tomados en
diferentes afios (2020 y 2021) cuentan con caracteristicas gendmicas estrechamente

relacionadas (Figura. 2).
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Figura 2. Arbol filogenético construido a partir de SNP del genoma completo de los

aislamientos y el genoma de referencia PAO1.

3.4 Comparacion a nivel global

Se realiz6 un analisis a nivel global con los ST reportados a nivel global con un total de
ST5121, al realizar esto se analizaron los complejos clonales utilizando la herramienta e-
BRUST al realizar las diferencias de 2 perfiles alélicos mostrando 807 complejos
clonales, se identifico que los aislamientos estudiados pertenecen a cuatro complejos
clonales en donde ST235 es fundador de su grupo clonal, ST111 y ST663 pertenecen al
mismo grupo clonal, ST2148 conforma otro grupo clonal y ST 357 el dltimo grupo clonal,
sin embargo, ST1290y ST2211 son dos ST que no se pueden asignar a ningun complejo
clonal y son conocidas como singletons (Figura. 3).
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Figura 3. Andlisis global y revisidon de grupos clonales a partir de los 5121 ST reportados
en la plataforma PubMLST

4. DISCUSION

Las infecciones asociadas a la atencién en salud causadas por microorganismos han
generado una preocupacion a nivel mundial, debido a la diseminacion y permanencia de
diferentes ST. Aunque se cuenta con estrategias robustas para el seguimiento

epidemiolégico a través de herramientas moleculares acopladas a secuenciacion, su

15



aplicacion resulta ser insuficiente, principalmente en paises en vias de desarrollo. Por
ello, es necesario ampliar el uso de dichas herramientas robustas, incluyendo la
secuenciacion de genomas que puede conducir a una mejor caracterizacion de
microorganismos patdgenos.

En P. aeruginosa, se han realizado estudios que involucran la secuenciacion de
aislamientos clinicos, en donde se utilizan una serie de herramientas bioinformaticas que
permiten caracterizar cada aislamiento generando asignacion intrataxa. Este tipo de
aproximaciones ha resultado util puesto que permite entender el comportamiento del
microorganismo en el mismo hospital, a nivel local y global.

Dentro del presente estudio se evidencio diversidad no reportada de la base de datos
frente a la clasificacion de secuencias ST puesto que cuatro aislamientos no cumplian
con las caracteristicas o presentan mutaciones en los genes aroE, mulT y trpE con
respecto a los ya reportados y cuatro secuencias contaban con ST que han sido
reportados solo una vez y en paises externos. Esto genera preocupacion y resalta la
necesidad de realizar mayores informes que permitan una nueva clasificacion,
identificacion de nuevos ST y analisis de la circulacion epidemiolégica en Colombia.

La clasificacion por MLST resulta de gran importancia para verificar un brote
intrahospitalario. Sin embargo, en la presente investigacion se evidencio la presencia de
secuencias ST y la diversidad clonal no reportadas en Colombia, dejando como
cuestionamiento la verdadera dispersion hospitalaria.

Dentro de las muestras se identific6 PA-121603024 como ST235 la secuencia de mayor
impacto debido a su relacion con genes de resistencia, factores de virulencia, capacidad

para generar brotes y su importancia a nivel global (21), también ST111 que ya han sido
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identificados en Colombia, en otras instituciones hospitalarias (22, 23), lo cual llama la
atencion acerca de la dispersion que este ST tiene en Colombia. Como se visualizé en
este caso en donde el aislamiento PA-121603024 de not6 de manera fenotipica
resistencia a carbapenémicos. En cuanto a los ST1290, ST357, ST2211, ST663, ST2148
no se encuentran reportes en Colombia, de acuerdo con los registros en PUbMLST; es
de notar que esta plataforma cuenta con reportes de muy pocos departamentos de
Colombia (Antioquia, Valle y Bogota).

Pese a las pocas muestras incluidas en el estudio, los hallazgos aqui identificados
representan una linea de base que soporta la necesidad de realizar posteriores analisis
epidemiolégicos a fin de actualizar las bases de datos que permita evidenciar la
circulacioén de los diferentes ST tanto a nivel local como global, generando la inclusion
de las secuencias no clasificadas. Sin embargo, en futuros trabajos se deben incluir mas
muestras del mismo centro hospitalario que permita entregar un informe actualizado, de
los servicios y de las infecciones extra e intrahospitalarias, asi como recolectar muestras
de otros centros hospitalarios en Bogota y en Colombia que permitan realizar genémica
comparativa.

Integrar los datos de MLST con la informacién clinico-patolégica de los pacientes y de la
estancia a nivel intrahospitalario de diferentes ST, permite realizar inferencias acerca de
la dispersién de clones y presencia de potenciales brotes. A pesar de la limpieza,
esterilizacion y uso de elementos de bioseguridad utilizados en los protocolos de
bioseguridad en los hospitales, se demuestra la permanencia de diferentes ST y la

diversidad de complejos clonales en un mismo ambiente hospitalario.

17



Los avances y la necesidad en salud requieren de implementar tecnologia robusta como
secuenciadores de nueva generaciéon a pesar de su alto costo permite una mejor
visualizacion de la situacion actual, puesto que muchos centros hospitalarios cuentan
con deteccion fenotipica la cual queda corta frente a las necesidad implicando fallas
terapéuticas, de igual manera revisar los elementos de bioseguridad y limpieza generada
en cada sitio hospitalario y estandarizar las caracteristicas para saber que paciente debe

ser aislado a fin de evitar dispersion intrahospitalaria.
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