NOTA DE APLICACION
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nosocomiales
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de lllumina y la aplicacion
SRST2 de BaseSpace™
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Introduccion

Las infecciones nosocomiales (HAI, Health care—
Associated Infections) son un gran problema
sanitario, especialmente en pacientes criticos e
inmunodeprimidos. Las HAl no solo amenazan la
salud y la vida de los pacientes, sino que también
suponen una carga econémica adicional para los
pacientes y el sistema sanitario, que incluye pérdidas
econdémicas y una hospitalizacién mas prolongada.?
La vigilancia de cepas bacterianas patdgenas en los
entornos sanitarios puede ayudar a prevenir el impacto
de las HAI. Los métodos de laboratorio, como la
gPCRy la espectrometria de masas, proporcionan
una identificacion rapida de los patégenos, lo que
permite tomar decisiones de tratamiento oportunas.
Sin embargo, estos métodos no son suficientes para

rastrear brotes o realizar investigaciones de transmision.

La secuenciacién de nueva generacion (NGS, Next-
Generation Sequencing) permite la caracterizacion
completa de genomas bacterianos, proporcionando
informacion para el subtipado, la diferenciacion entre
aislados, el resaltado de aislados en un grupo y los
marcadores de resistencia antimicrobiana (AMR,
AntiMicrobial Resistance) y de virulencia.® El andlisis y
la interpretacién rapida de los datos de secuenciacion
permite al personal de control de infecciones responder
rapidamente a posibles brotes y rastrearlos hasta

el origen para ayudar a prevenir mas infecciones y
transmisiones. Tras un flujo de trabajo completo de
secuenciacién del genoma completo (WGS, Whole-
Genome Sequencing) que se puede completar en dos
dias, la propagacion de patégenos responsables de
las HAI se puede supervisar y tratar de forma eficiente
y adecuada.

El Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(SARM) es un patégeno multirresistente con mayores
tasas de morbilidad que las cepas de S. aureus sensibles
a la meticilina. Las infecciones causadas por las cepas
hospitalarias de S. aureus resistente a la meticilina
(SARM-H) requieren estancias hospitalarias mas

largas que las causadas por las cepas hospitalarias

de S. aureus sensible a la meticilina y, por lo general,

son resistentes a antibidticos tanto betalactamicos
como no betalactamicos.

A fin de caracterizar aislados de SARM-H u otras
especies bacterianas, lllumina ofrece la aplicacién
SRST2" como parte de una solucién de WGS completa
que incluye la preparacién y secuenciacion de librerfas
de lllumina (Figura 1). La aplicacion SRST2, disponible
en BaseSpace Sequence Hub, informa de la presencia
de tipos de secuencia (ST, Sequence Types) de una
base de datos de tipado de secuencias multilocus
(MLST, Multi-Locus Sequence Typing)* y genes de
referencia de una base de datos de secuencias para
genes de virulencia, genes de resistencia y replicones
de plasmidos con comparacion de muestra a muestra
en mas de 150 géneros y especies bacterianas.

La aplicacion SRST2 se ha actualizado para afiadir la
base de datos Comprehensive Antibiotic Resistance
Database (CARD) y la base de datos ARG-Annot,
ademas de ResFinder.

Esta nota de aplicacién demuestra las capacidades
de la aplicaciéon SRST2 actualizada para identificar

y caracterizar aislados patdgenos, lo que hace que

la vigilancia de HAI sea accesible para los laboratorios
sin experiencia previa en NGS.

*Tipado de secuencias de lectura corta
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Figura 1: Flujo de trabajo de vigilancia de HAI. La aplicacion SRST2 de BaseSpace forma parte de un flujo de trabajo de NGS completo
para la vigilancia de HAI que incluye la preparacion y secuenciacién de librerias de lllumina.
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Métodos

Muestras

En este estudio, se recogieron aislados de S. aureus

(1 de liquido pleural, 1 de liquido sinovial de cadera,

1de hueso, 1 de liquido corporal no especificado y

23 de sangre) en 2016 (de varios centros clinicos de los
condados de Hennepin y Ramsey en Minnesota) como
parte de la vigilancia normal del Departamento de Salud
de Minnesota (MDH, Minnesota Department of Health).®

Preparacion de muestras

Los aislados se obtuvieron como muestras
crioconservadas del MDH, se sembraron en placas de
agar sangre convencionales y se incubaron a 37 °C
para obtener colonias individuales, que se inocularon
y cultivaron durante una noche a 37 °C en caldo con
hidrolizado de caseina y de soja. El ADN gendmico se
aislé con QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, n.° de catalogo
51304), complementando el tampdn AL con lisostafina.
La concentracion de ADN y la calidad se determinaron
con un espectrofotdémetro NanoDrop 2000 y un
fluorometro Qubit Flex (Thermo Fisher Scientific,

n.° de catdlogo Q33327).

Secuenciacion y preparacion de librerias

Las librerias de secuenciacion se prepararon con
Nextera™ XT DNA Library Preparation Kit, 24 samples
(lumina, n.° de catalogo FC-131-1024) y se multiplexaron
con Nextera XT Index Kit v2 Set A (lllumina, n.° de
catdlogo FC-131-2001). La WGS se realizdé en un MiSeq™
System de lllumina con un experimento «paired-end»

de 2 x 300 pb.

Analisis de datos

Los archivos de secuenciacion se analizaron con la
aplicacion SRST2 en BaseSpace Sequence Hub.

Resultados

La aplicacion SRST2, fundamentada en diversas bases
de datos, reveld que los aislados se pueden agrupar

en dos grupos distintos (Figura 2). Estos dos grupos
principales se diferencian por varios alelos de MLST

y, a su vez, los subdividen en grupos mas pequefios

de aislados estrechamente relacionados (Figura 3).

Con CARD, la aplicacion SRST2 detecta varios genes

de resistencia, como ErmA, que se asocia a la resistencia
a los antibidticos macrdlidos, una de las clases de
antibidticos orales mas recetadas en EE. UU. (Figura 4).°
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Figura 2: Agrupacién de aislados con la aplicacion SRST2.
Andlisis de grupos de datos de WGS de aislados similares (azul
oscuro) basado en alelos detectados en diversas bases de datos.
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«MNF» se utiliza para indicar combinaciones de alelos que no se encuentran
en la base de datos de MLST

(?) se utiliza para indicar la incertidumbre en los fipos de secuencia llamados
(*) se utiliza para indicar coincidencias imprecisas en los tipos de secuencia llamados

Figura 3: Perfiles de alelos de MLST calculados mediante WGS.
La aplicacion SRST2 agrupa los aislados en funcion del nimero
de alelos compartidos.
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Figura 4: Informe de genes de resistencia. La aplicacion SRST2

incluye una tabla interactiva que indica los alelos de CARD
detectados en cada aislado.

Resumen

Las HAI son una preocupacion importante en la atencion

sanitaria, ya que contribuyen a una elevada morbilidad
del paciente y a un aumento de los costes sanitarios.
Mediante un flujo de trabajo de NGS que incluye el

analisis de datos con la aplicaciéon SRST2, resulta posible

detectar la presencia de genes vinculados a fenotipos
clinicamente relevantes, incluidos genes de virulencia,
genes AMR o determinantes de serotipo. Gracias a

la rapida preparacion de librerias de lllumina y MiSeq

System, los genomas bacterianos se pueden secuenciar

y analizar por completo en un plazo de dos dias, lo que
permite una vigilancia oportuna de las HAI.
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Informacion adicional

Aplicacion SRST2 de BaseSpace
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