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INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es uno de los microorganismos mas frecuentemente
aislados en infecciones de origen nosocomial y frecuentemente se asocia a
brotes dentro del ambito hospitalario. Este proyecto surgio a raiz de la aparicion
de un brote de infecciones por Pseudomonas aeruginosa multirresistente en el
Servicio de Nefrologia del Hospital General Universitario de Alicante (HGUA)
confirmado por datos clinico-epidemiologicos y mediante electroforesis en

campo pulsante (realizada en el Instituto de Salud Carlos Ill, Majadahonda,
Madrid).

MATERIALES Y METODOS

Aislados clinicos: Estudio casos-control de caracterizacion genética de cepas de Pseudomonas aeruginosa. Los casos son 23 cepas asociadas al
brote del Servicio de Nefrologia aisladas entre febrero y julio de 2017. Se utilizaron como controles 23 cepas de P. aeruginosa elegidas al azar
durante agosto del mismo ano que procedian de pacientes ingresados en otros servicios del hospital y sin relacion conocida con el brote.

Técnicas microbiologicas:

(i) Extraccion del ADN bacteriano mediante chelex y centrifugacion posterior.

(ii) Amplificacion de los loci ms172 y ms217. Se siguieron las pautas establecidas por el sistema DLST disenado

en la Universidad de Lausana (Suiza) (1)

(iii) visualizacion de los fragmentos por electroforesis en gel de agarosa al 2%

(iv) purificacion de los fragmentos mediante un sistema comercializado por Quiagen

(v) secuenciacion. Se realizdé secuenciacion tipo Sanger mediante los cebadores previamente descritos y el analisis
de los fragmentos aporto la informacion necesaria para obtener la variante alélica de los genes introduciendo las
secuencias en la base de datos de acceso gratuito Double locus sequence typing (http://www.dlst.org).

(vi) Analisis bioinformatico para obtener un arbol filogenético mediante el método de Neighbour-joining y un test Bootstrap (1000 repeticiones)
realizado con el programa Mega?.
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Fig3. Arbol filogenético de casos y controles construido a partir de las
secuencias obtenidas utilizando el algoritmo Neighbour-joining y un

Fig2. Histograma obtenido a partir de la secuenciacidn de tipo Sanger test Bootstrap (1000 repeticiones).
de uno de los alelos del experimento.

CONCLUSIONES

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