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Resumen VII

Resumen

Introduccion: El clon de Pseudomonas aeruginosa con tipo de secuencia 235
(ST235) es uno de los clones con resistencia a mdltiples antibiéticos y de mayor
diseminacion mundial. Este clon tiene una extraordinaria capacidad de adquirir
elementos genéticos moviles, lo cual estd asociado a la adquisicion de genes de

resistencia.

Objetivo: Comparar la estructura genética de las plataformas de movilizacion de
genes de resistencia del clon de Pseudomonas aeruginosa ST235, causantes de

infecciones en Colombia respecto a los clones reportados a nivel mundial.

Materiales y Métodos: Se analizaron aislamientos de Pseudomonas aeruginosa
causantes de infecciones en cinco UCI de cinco ciudades de Colombia. Se evalué su
perfil de resistencia y la presencia de 32 determinantes de resistencia asociados a los
principales antibiéticos de uso clinico. La relacidn genética se determiné por PFGE y
MLST. De estos, se selecciond un aislamiento representativo del clon ST235
(24paell2), se secuencio su genoma por PacBio-RS-Il, se identificaron y analizaron
sus plataformas de movilizacion de genes de resistencia y se comparé con 44

genomas ST235 reportados.

Resultados: De los 58 aislamientos analizados, 9(15,5%) presentaron un perfil de
multirresistencia y 27(46,5%) fueron resistentes a carbapenémicos, de los cuales
6(10,3%) se asociaron a blaywy 4(6,9%) a blaxpc,, estos ultimos pertenecientes al
ST235. El tamafio del genoma de 24paell2 (ST235) fue de 7'097.241pb, en el cual
se identificaron 12(0,2%) genes de resistencia, y multiples EGM que incluyeron: cinco
transposones Tn6162-like con aadB, dos Tn402-like, uno con aadAl y otro con blagxa

2,y dos Tn4401b cada uno con blakpec.», Siete islas genomicas y seis profagos.

Conclusion: La resistencia en el clon de Pseudomonas aeruginosa ST235 estéd dada
principalmente por la ganancia de mdultiples genes de resistencia a través de la
adquisicion de diferentes plataformas genéticas (transposones, integrones, profagos e
islas genémicas), algunas de ellas en un modelo de “russian doll”. Este fenébmeno

podria ser un factor clave en su alta capacidad de diseminacion y persistencia.

Palabas claves: Pseudomonas aeruginosa ST235, blayy, blakpc, Th4401b, integrén

clase 1, transposon, isla genémica.



Analisis de las plataformas genéticas de movilizacién de genes de resistencia en
VI el clon de Pseudomonas aeruginosa ST235 causante de infecciones en Colombia

Abstract

Introduction: Pseudomonas aeruginosa clone with sequence type 235 (ST235) is
one of the clones with resistance to multiple antibiotics and of greater worldwide
dissemination. This clone has an extraordinary ability to acquire mobile genetic

elements (MGE), which is associated with the acquisition of resistance genes.

Objective: Compare the genetic structure of the resistance gene mobilization
platforms of the Pseudomonas aeruginosa ST235 clone, which cause infections in

Colombia with respect to the clones reported worldwide.

Materials and Methods: Pseudomonas aeruginosa isolates causing infections in five
ICUs from five cities in Colombia. Its resistance profile and the presence of 32
resistance determinants associated to the main antibiotics of clinical use were
evaluated. The genetic relationship was determined by PFGE and MLST. Of these, a
representative isolate of the ST235 clone (24paell2) was selected, its genome was
sequenced by PacBio-RS-Il, it's resistance gene maobilization platforms were identified

and analyzed and compared with 44 reported ST235 genomes.

Results: Of the 58 isolates analyzed, 9(15.5%) presented a multiresistance profile
and 27(46.5%) were carbapenem-resistant, of which 6(10.3%) were associated with
blayiy and 4(6.9%) to blakpc2, the latter belonging to ST235. The genome size of
24paell2 (ST235) was 7'097.241pb, in which 12(0.2%) resistance genes were
identified, and multiple MGEs included: five Tn6162-like transposons with aadB, two
Tn402-like, One with aadAl and one with blagxa.2, and two Tn4401b each with blakpc.

2, Seven genomic islands and six prophages.

Conclusion: Resistance in the Pseudomonas aeruginosa ST235 clone is mainly due
to the gain of multiple resistance genes through the acquisition of different genetic
platforms (transposons, integrones, prophages and genomic islands), some of them in
a model of "russian doll ". This phenomenon could be a key factor in its high capacity

for dissemination and persistence.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, ST235, blayw, blakpec, Tn4401b, integron class

| integron, transposon, genomic island.
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1 Introduccién

1 Introduccidén

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria oportunista Gram negativa, anteriormente
nombrada como Bacillus pyocyaneus. Desde 1862 ha sido reportada como agente
causal de infecciones en seres humanos, actualmente a nivel mundial, en las
unidades de cuidados intensivos (UCI) puede causar aproximadamente del 10 al 20%
de las infecciones asociadas a la atencién en salud (IAAS) y en Colombia es el tercer
patégeno mas frecuente causante de infecciéon en UCI de adultos. Puede afectar a
pacientes con compromisos hematolégicos, enfermedades pulmonares crénicas,

trasplantados o en etapa posquirurgica [1].

Ademas de su alta prevalencia, la adquisicibn de genes de resistencia limita la
efectividad de los antibi6ticos utilizados para su tratamiento, incluyendo los de ultima
opcién terapéutica como los carbapenémicos. Haciendo que las estancias
hospitalarias se prolonguen entre seis a doce dias, incrementando el riesgo de
mortalidad. A nivel mundial, cerca del 30% de los aislamientos resistentes a
antibidticos B-lactamicos presentan co-resistencia a mas de tres familias de
antibioticos, siendo las mas frecuentes: aminoglicésidos, quinolonas y tetraciclinas [1,
2].

Adicionalmente, los aislamientos clinicos de P. aeruginosa presentan un
comportamiento policlonal debido a la alta recombinacidn entre las cepas bacterianas,
sin embargo, se han reportado complejos clonales o clones epidémicos de gran éxito
epidemioldgico multirresistentes, algunos de ellos asociados al tipo de secuencia
(ST)235 [3]. En Colombia los aislamientos también presentan un comportamiento
policlonal y cerca del 75,4% presentan un perfil de multirresistencia mediado en
algunos casos por carbapenemasas de tipo VIM-2 y KPC-2. Asi mismo, el 86% de los
aislamientos asociados a blayy.» han sido relacionados al clon ST111 y el 100% de

los aislamientos blakpc.» positivos al clon ST235 [4,5].

Cabe resaltar que el ST235 con presencia de KPC se ha reportado Unicamente en
Colombia y la movilizacién del gen blaxpc se asocia a pladsmidos que poseen el
transposon Tn4401b [6-8]. Asi mismo, en aislamientos ST235 de otros paises como
Australia han sido identificados los transposones Tn6162 y Tn6163 movilizando
integrones clase 1 con diferentes genes casete de resistencia a aminoglicésidos y
carbapenémicos, estos transposones adicionalmente han sido identificados dentro de
las islas gendmicas 1y 2, una caracteristica comun en esta especie [9]. Con el fin de
poder caracterizar mejor los aislamientos locales, es necesario conocer las

plataformas de movilizacibn que participan en la diseminacion de los genes de
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resistencia que circulan en el pais, en especial en los clones de alto riesgo
epidemioldgico como el ST235, puesto que pueden presentar variaciones evolutivas
diferentes a las reportadas en otros paises favorecidas por las condiciones
ambientales. Por tal razén, en el presente trabajo se plantea contribuir en la
caracterizacion de los principales elementos genéticos moviles asociados a
resistencia en P. aeruginosa ST235.



3 Marco teérico

2 Marco teoérico

Generalidades

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria patégena oportunista Gram negativa, no
fermentadora de glucosa y no considerada parte de la microbiota de los seres
humanos. Debido a su capacidad de adaptarse a diferentes condiciones ambientales
y sus mecanismos de resistencia intrinsecos a diferentes antibiéticos, este patdégeno
puede colonizar ambientes hospitalarios como ventiladores mecénicos, catéteres,
superficies, detergentes, sustancias de uso clinico, entre otros. Este patégeno causa
infecciones en pacientes de unidad de cuidados intensivos (UCI), inmunosuprimidos o

con enfermedades crénicas [10-12].

Las principales infecciones causadas por este patégeno son las relacionadas con el
sistema respiratorio (neumonia asociada a ventilacion) con una mortalidad asociada
del 30%, seguido de bacteriemia, infecciones de sitio operatorio entre otros [13]. El
desarrollo de estas infecciones depende de varios factores como la respuesta inmune
del paciente, la capacidad de adhesién e internalizacién de la bacteria al epitelio del
hospedero, para generar el dafio tisular. La patogénesis de P. aeruginosa inicia con la
accion de estructuras bacterianas como el flagelo y pili que permiten motilidad tipo
Twitching, Swiming y Swamrming, los cuales favorecen la colonizacién vy
diseminacion. Después de este paso se secretan diferentes toxinas como EXxoY,
ExoS, ExoT y ExoU (liberadas por el sistema de secrecion tipo lll), las cuales
interrumpen la organizacién del citoesqueleto y favorecen la degradacion en la
membrana de la célula del hospedero. En el proceso también pueden actuar
proteasas, la exotoxina A, sistemas quérum sensing y la sobreexpresion de alginato y
exopolisacarido, polisacaridos involucrados en formacién de biopelicula, favoreciendo

su supervivencia y replicacion bacteriana [10].

Adicional a los factores de virulencia, estas bacterias presentan mecanismos de
resistencia intrinsecos y adquiridos que limitan las opciones y efectividad de los
tratamientos antimicrobianos, algunos de los mas frecuentes son la disminucién a la
permeabilidad de la membrana, sobreexpresion de bombas de eflujo, mutaciones en
el sitio blanco, enzimas modificadoras de antibiotico, entre otros [14]. Algunos de
estos mecanismos pueden actuar de manera inespecifica en diferentes familias de

antibioticos como B-lactamicos, aminoglicosidos, quinolinas, etc. [14].
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Principales mecanismos de resistencia a antibioticos
de uso clinico

Las infecciones causadas por P. aeruginosa pueden ser tratadas generalmente por
antibidticos de las familias de los B-lactdmicos, aminoglicosidos, fluoroquinolonas y
polimixinas. Sin embargo, el uso inapropiado de estos antibidticos como la
automedicacion, la seleccion terapéutica inadecuada y concentraciones
subinhibitorias favorecen la seleccion de clones multirresistentes, lo cual conlleva a
una baja probabilidad de éxito terapéutico e incremento de la intervenciones

quirargicas, estancia hospitalaria y mortalidad [8].

Durante la presion selectiva ejercida por el antibidtico, cromosémicamente los
aislamientos de P. aeruginosa pueden sobreexpresar genes intrinsecos de resistencia
tipo AmpC a B-lactdmicos, modificar porinas como OprD ocasionando la reduccion de
la permeabilidad de la membrana y disminuyendo la susceptibilidad a
carbapenémicos, sobreexpresar bombas de eflujo tipo RND (Resistencia a division
por nodulacién), las cuales permiten la disminucion de la concentracion intracelular de
multiples antibiéticos por medio de la expulsion activa de los mismos, como el caso
de MexAB-OprM, la cual tiene como sustratos a antibidticos de las familias -
lactdmicos, macrélidos, aminoglicésidos, tetraciclinas y sulfonamidas, ademas de los
antibidticos cloranfenicol y novobiocina; adicionalmente, tiene la capacidad de realizar
mutaciones en genes cromosomales como gyrA, gyrB, parC y parE, permitiendo la
modificacion de la DNA girasa y topoisomerasa |V, las cuales son sitio blanco de las
fluoroquinolonas [15].

Para entender la presencia de los aislamientos multirresistentes se deben tener en
cuenta no solo los mecanismos de resistencia intrinsecos explicados previamente,
sino aquellos que se pueden adquirir por medio de diferentes plataformas genéticas
moviles, los cuales poseen diferentes genes que pueden ya sea inactivar
enzimaticamente el antibiético o modificar su sitio blanco. Para ello se explicaran a
continuacién los principales mecanismos de resistencia endoégenos y adquiridos

segun la familia de antibiéticos empleada para el tratamiento.

2.1.1 Resistencia a B-lactamicos

Los antibidticos B-lactdmicos conformados por monobactdmicos, penicilinas,

cefalosporinas y carbapenémicos, son los mas empleados en la terapia
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antimicrobiana por su gran efectividad y amplio espectro. La resistencia a estos
antibioticos puede estar mediada por disminucion de la permeabilidad de la
membrana, la expresién de bombas de eflujo tipo RND y/o la produccion de B-

lactamasas enddgenas o adquiridas [14].

La membrana externa de P. aeruginosa es semipermeable y permite por medio de
porinas el transporte de azUcares, aminoacidos, fosfatos, cationes divalentes,
sideréforos e incluso algunos antibiéticos hidofilicos como los B-lactdmicos. Sin
embargo, la estructura o la expresién de porina (tipo OprD) se pueden alterar,
reduciendo asi la permeabilidad de la membrana a estas molecular impidiendo su
ingreso al citoplasma [15-17]. Adicionalmente, estas porinas pueden estar asociadas
0 unidas a bombas de eflujo de tipo RND, que son canales proteicos conformados por
una proteina de la membrana citoplasmatica y una proteina de fusién ubicada en el
espacio periplasmatico, las cuales tiene como funcién expulsar sustancias téxicas
como diferentes antibiéticos desde el citoplasma o el espacio periplasmico hacia el
ambiente extracelular, con el objetivo de disminuir su concentracion intracelular de
dichas sustancias [15]. Existen mas de 10 bombas de eflujo de tipo RND, asociadas a
resistencia a B-lactamicos, sin embargo las bombas MexAB-OprM, MexCD-Oprd y

MexXY son las mas frecuentes [15, 18].

Otro de los mecanismos mas importantes y frecuentes es la produccion de [3-
lactamasas, Es la produccion de enzimas que hidrolizan el enlace amida del anillo -
lactdmico de los antibidticos, impidiendo que este inhiba la transpeptidacion en la
biosintesis del peptidoglicano [19]. Estas enzimas tienen dos esquemas de
nomenclatura: la primera es la clasificacion molecular de Ambler y la segunda la
funcional de Bush-Jacoby-Medeiros [20]. La nomenclatura Ambler se basa tanto en la
secuencia proteica o motivos conservados de la enzima y su sustrato, esta clasifica a
las BLEE (B-lactamasas de espectro extendido) en cuatro tipos (A, B, C y D) segun su
homologia en la secuencia proteica. Las clases A, C y D son conocidas como (-
lactamasas tipo serina por tener este aminoacido en su sitio activo y no ser inhibidas
por EDTA (4cido etilendiaminoetraacético), mientras que la clase B la conforman las
B-lactamasas tipo metallo que presentan un ion de zinc en el sitio activo y que si son
inhibidas por EDTA [10, 21]. En la clasificacibn de Bush se crean también cuatro
grupos que contienen a su vez diferentes subgrupos, basados en caracteristicas
funcionales segun sus propiedades bioquimicas y fisicas como su espectro de
hidrdlisis, inhibicion y su interacciéon con inhibidores de B-lactamasas como el acido

clavulanico, tazobactam y sulbactam (tabla 1) [19].
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Tabla 1. Clasificacién de 3-lactamasas de espectro extendido segin nomenclatura de
Ambler y Bush [19].

Grupo Bush- Inhibido por

Jacoby (2009) Ambler Sustrato Representante
acoby A.Clav. EDTA
1 C Cefalosporinasy cefamicinas No No AmpC, CMY-2, FOX, MIR, ACT.
le C Cefalosporinas No No GCl, CMY-37
2a A Penicilinas Si No PC-1
b A Penicilias y cefalosporinasde primera  Si No TEM-1, TEM-2,SHV-1
generacion
A Cefalosporinas de espectro extendido  Si No TEM-3.5HV-2, CTX-M-15, PER-1
2be y monobactémicos
2br A Penicilinas No No TEM-30, SHV-10
Cefalosporinas de espectro extendido No No TEM-50
2ber y monobactémicos
2c A Carbenidinas Si No PSE-1, CARB-3
2ce A Carbenidilinasy cefepime Si No RTG-4
2d D Cloxacilina Variable No OXA-1, OXA-10
D Cloxacilinay cefalosporinasde Variable No OXA-23, OXA-24, OXA-48
2de espectro extendido
2df D Cloxacilinay carbapenémicos Variable No CepA
) A Cefalosporinas de espectro extendido  Si No KPC, IMI, SME
e y (no actiia sobre monobactamicos)
2f A Carbapenémicos Variable No IMP, VIM, GIM, SPM, NDM
3a B Carbapenémicos No Si CAU, GOB, FEZ.
3b B Carbapenémicos No Si

En paises como Brasil, México, Reino Unido, Alemania, Bélgica, Iran e India existen
reportes de aislamientos de P. aeruginosa que expresan BLEE con capacidad de
hidrolizar desde penicilinas hasta cefalosporinas de amplio espectro y aztreonam;
entre estas se encuentran blayeg, blarem, blashy, blactxw-2, blages.10 Y blaoxaio [22-26].
También carbapenemasas de clase A como IBC, GES y KPC juegan un rol

fundamental en la resistencia y epidemiologia de este patdégeno.

Las carbapenemasas son [-lactamasas que hidrolizan a los carbapenémicos
(meropenem, imipenem, ertapenem y doripenem), siendo estos la Ultima opcion
terapéutica contra los bacilos Gram negativos multirresistentes [21]. La
carbapenemasa IBC fue identificada inicialmente en Grecia en el afio 2000 en
Enteobacter cloacae y posteriormente se identifico en la IBC-2 en P. aeruginosa [27,
28]. En este mismo afio la carbapenemasa GES fue identificada en Klebsiella
pneumoniae, desde entonces se diseminé rapidamente algunas de sus variantes
(GES-1, -2, -5, -9, -13, -18 y -24) en varios paises, siendo GES-5 la mas frecuente
[29-36]. Finalmente, en el afio 2001 en un aislamiento de K. pneumoniae se describié

por primera vez KPC, en el 2007 esta carbapenemasa fue identificada en P.
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aeruginosa en un aislamiento de origen colombiano y desde entonces la variante
KPC-2 es la mas frecuente en los aislamientos resistentes a carbapenémicos en el
pais. En Argentina, Brasil, Puerto Rico, Estados Unidos, Iran, India y China también

circula KPC en aislamientos clinicos [37-45].

Las carbapenemasas IMP, VIM y SPM, pertenecientes a la clase B, se han reportado
frecuentemente en P. aeruginosa. En Brasil fue reportada en el afio 1997 en
Escherichia coli y P. aeruginosa la carbapenemasa SPM y desde entonces la variante
SPM-1 ha sido identificada ampliamente en ese pais y en menor medida en Suiza,
Reino Unido, Iran e Iraq teniendo espectro de accién en meropenem y doripenem
mas que en imipenem [46-50]. También en 1997, fue reportada por primera vez en
Italia la carbapenemasa VIM en P. aeruginosa, siendo muy diseminadas las variantes
VIM-1, -2, -5, -8, -11, -13, -18, -22, -28 y -38, sin embargo, la variante VIM-2 es la mas
frecuente [51-66].

Finalmente, las de clase D tipo OXA tienen un espectro de accion limitado a
monobactamicos, cefalosporinas de tercera y cuarta generaciéon. Sin embargo, en A.
baumannii en 1993 fue aislada la primera OXA (OXA-23) con actividad
carbapenemasa, desde entonces las nuevas variantes se clasificaron en subfamilias
(OXA-23, OXA-24, OXA-48, OXA-50, OXA-51, OXA-55, OXA-58, OXA-60, OXA-62,
0OXA198), las identidades entre los miembros de las distintas subfamilias varian entre
un 40 y un 70% [67]. Aunque las carbapenemasas tipo OXA son més frecuentes en
A. baumannii, pocos aislamientos de P. aeruginosa se han descrito con la variante
OXA-40, OXA-48 u OXA-198 [68-70].

Es importante resaltar que algunas BLEE pueden ser codificadas de forma natural o
constitutiva en el cromosoma de diferentes enterobacterias y bacilos Gram negativos
no fermentadores, incluyendo P. aeruginosa o en plasmidos, los cuales movilizan
genes ampC [15, 71]. En P. aeruginosa la enzima tipo AmpC denominada PDC
(Cefalosporinasa derivada de Pseudomonas) es inducible y se produce en niveles
basales, causando resistencia natural Unicamente a aminopenicilinas [72]. La
sobreexpresion de esta confiere resistencia a todos los 3-lactamicos, a excepcion de

los carbapenémicos.

En general, para la codificacion de esta enzima, los productos de degradacion de la
pared 1,6-anhidromuropéptido ingresan al citoplasma a través de la permeasa
transmembranal AmpG y una vez en el citosol se unen al activador transcripcional
AmpR, el cual induce la expresiéon de ampC. Posteriormente, para la represion de

esta expresion, la amidasa citoplasmatica AmpD cliva los productos 1,6-
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anhidromuropéptidos hasta acido 1,6-anhidromuramico y péptidos, estos Ultimos son
procesados a tripéptidos hasta formar el UDP-N-acetiimuramilpentapéptido, el cual es
precursor de la pared y al unirse a AmpR bloquea la induccién [71, 73]. P. aeruginosa
posee en su cromosoma alta capacidad de desarrollo de mutaciones en los genes
ampR y ampD, promoviendo la hiperproduccion de AmpC [10]. Cabe resaltar que los
plasmidos que movilizan el gen ampC, no cuentan con el gen regulador ampR, por lo
cual existe una sobreproduccion de AmpC. Actualmente no se han reportado la
presencia de variantes como blacyy.1 @ blacuy-13, blamox.1, blamox-2, blarox.1, blaroxs,

blaact.1, blayir-1, blapna-1, blappa-2 Y blaacc: [16, 71].

Otra B-lactamasa constitutiva de P. aeruginosa es OXA-50, oxacilinasa (perteneciente
a la clasificacion D de las BLEE) que hidroliza ampicilna, bencilpenicilina, cefaloridina
cefalotina, nitrocefina, piperacilina e imipenem y disminuye la susceptibilidad a

moxalactam y meropenem [74].

2.1.2 Resistencia a fluoroquinolonas

Las fluoroquinolonas como ofloxacina, pefloxacina, levofloxacina y ciprofloxacina, son
usadas en el tratamiento contra las infecciones causadas por P. aeruginosa. Estos
antibidticos actian sobre la topoisomerasa IV y el ADN girasa, inhibiendo el proceso
de transcripcion, recombinacion y reparacion del ADN. En P. aeruginosa se han
identificado dos mecanismos de resistencia: la mutacion de los genes que codifican

su sitio blanco y la expresion de bombas de eflujo tipo RND [14].

Las mutaciones genéticas puntuales en los genes de la ADN girasa y topoisomerasa
IV que causan cambios de aminoacidos son realizadas en la region denominada
QRDR (Region determinante de resistencia a quinolonas). En los genes gyrA se han
descrito los cambios Glu54Lys, Ala67Ser, His80Arg, Thr83lle y Asp87Asn, en gyrB se
ha identificado Phe464Ser y en parC se han encontrado Ser80Leu, GIn84Asp y
Ala85Gly [15, 75-78]. En cuanto a la expresion de bombas de eflujo, se han reportado
principalmente siete que promueven la resistencia a estos antibiéticos: MexAB-OprM,
MexCD-OprJ, MexEF-OprN, MexXY, MexGHI-OpmE y MexVW, MexPQ-OpmE [15].
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2.1.3 Resistencia a aminoglicosidos

Ademas de las fluoroquinolonas, también son usados en el tratamiento contra P.
aeruginosa antibidticos de la familia de los aminoglicosidos como tobramicina,
gentamicina y amikacina. Estos antibiéticos se unen a la subunidad 30S del ribosoma
e interfieren con la sintesis de proteinas causando la muerte celular. La resistencia a
estos antibidticos puede estar mediada por la disminucion de la permeabilidad en la
membrana, expulsion del antibiético por medio de la bomba de eflujo mexXY y/o la
presencia de enzimas modificadoras de aminoglicésidos, entre las cuales se
encuentran N-acetiltranferasas (AACs) [79], O-fosfotranferasas (APHs) y O-
nucleotidiltransferasas (ANTSs) [14, 80, 81].

Las AACs catalizan la transferencia de un grupo acetato desde la acetil-coenzima A
hacia un grupo amino de las posiciones 1, 3, 6' 6 2', en P. aeruginosa es comun la
acetilacion en las posiciones 3 (AAC(3)) y 6’ (AAC(6)). Se han descrito cinco
subfamilias (I a IV y VI), las cuales generan mas resistencia a gentamicina que a
tobramicina. Por su parte, las APHs catalizan la transferencia de un grupo fosfato
desde un ATP a un grupo hidéxilo del antibiético, siendo las variantes mas frecuentes:
APH(3)-1l que genera resistencia a kanamicina, APH(3")-IV a amikacina y APH(2") a
gentamicina y tobramicina. Finalmente, las ANTs catalizan desde un nucleétido
trifosfato la transferencia de un nucleétido monofosfato a un grupo hidroxilo. ANT(2")
es la nucleotidiltranferasa mas prevalente que inactiva a gentamicina y tobramicina,
pero no a amikacina y ANT(4')-Il, la cual actia en tobramicina y amikacina [14, 82-
84].

2.1.4 Resistencia a polimixinas

Debido a la presencia de aislamientos Gram negativos multi-resistentes se ha
implementado el uso de las polimixinas (colistina) como opcién terapéutica para el
tratamiento de infecciones de diferentes especies, incluyendo A. baumannii, K.
pneumoniae y P. aeruginosa. Las polimixinas son lipopéptidos ciclicos que acttan
como agentes cationicos que interactian con el lipido A del lipopolisacarido (LPS),
desplazan los cationes divalentes que estabilizan al LPS (Ca?" y Mg®") y una vez
desestructurado se insertan en la membrana externa y provocan la expansion de la

misma, incrementando la permeabilidad y provocando la muerte celular [85].

La resistencia a colistina por P. aeruginosa puede ser determinada por diferentes
mecanismos que permiten la modificacion del LPS, la expresion de las enzimas del

operéon arnBCADTEF permiten la adicion de 4-amino-4-desoxi-L-arabinosa (LAra4N)
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a los grupos fosfato del LPS causando un incremento en la carga del lipido A 'y
disminucion de su afinidad a las cargas positivas de la polimixina. La biosintesis de
LAra4dN esta mediada adicionalmente por los sistemas de dos componentes
PmrA/PmrB y Phop/PhoQ, mutaciones en sus genes promueven también la
resistencia [85-87]. Finalmente, se ha descrito resistencia por la sobre-expresion de la
bomba de eflujo MexAB-OprM [87].

En general, los genes que codifican diferentes mecanismos de resistencia son
movilizados por plataformas genéticas moviles al cromosoma bacteriano. El genoma
de P. aeruginosa es de aproximadamente 6Mb y cerca del 90% del contenido
gendmico esta conformado por regiones conservadas conocidas como genoma “core”
gue pueden incorporar regiones variables o “genoma accesorio”, el cual esta
constituido principalmente por elementos genéticos moviles, factores de virulencia y
mecanismos de resistencia, los cuales le confieren a las cepas caracteristicas

fenotipicas ventajosas [88].

Plataformas genéticas moviles

Los elementos genéticos mdviles (EGM) son secuencias de ADN que pueden
moverse de manera autosuficiente a diferentes regiones del genoma bacteriano en
una célula o por medio de la transferencia horizontal entre diferentes células [89]. La
movilidad de los EGM como plasmidos conjugativos depende de la proximidad entre
la célula donante y receptora, para su transferencia y algunos como transposones y

genes casete se pueden movilizar también dentro de la misma célula [90].

A continuacion, se describirdn algunas caracteristicas de los EGM como secuencias
de insercién, transposones, islas gendmicas, profagos y plasmido asociados a

resistencia bacteriana.

2.1.5 Secuencias de insercidon y transposones

Las secuencias de insercion y los transposones son secuencias de ADN capaces de
movilizarse en el genoma de una localizacion a otra por medio de una transposasa.
Se clasifican en simples o compuestos, los transposones simples son secuencias de
insercion (SI) flanqueadas entre secuencias cortas invertidas repetidas (IR), no
poseen genes de resistencia a antibidticos, pero pueden contribuir a la resistencia

moderando la expresion, movilizacion o inactivacion de genes contiguos (figura 1A).
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Los transposones compuestos pueden movilizar genes de resistencia a antibiéticos y

son flanqueados por dos secuencias de insercion separadas no siempre idénticas
(figura 1B). Los transposones de la familia Th3 como Tn6061, Tn6001 y Tn4401 son
asociados frecuentemente a la movilizacion de estos mecanismos de resistencia, sin
embargo, su estructura no es la tipica de los transposones compuestos puesto que

codifica genes de la recombinasa (tnpR), ademas de la transposasa (tnpA) [104, 105].

Adicionalmente, los transposones pueden movilizar también integrones que son
elementos genéticos no moéviles que permiten la captura y expresion de genes
exodgenos casetes, incluyendo genes de resistencia que pueden integrarse y
eliminarse del integrén facilmente. La estructura basica de un integrén incluye un gen
de la integrasa (intl), un sitio adyacente de recombinacion (attl) y al menos un
promotor (Pc, P2) orientado para la expresiéon de los genes capturados (figura 1C)
[91]. De acuerdo a la secuencia nucleotidica de la integrasa, los integrones han sido
clasificados en clases 1, 2 y 3. En P. aeruginosa los integrones de clase 1 son los
mas frecuentes, usualmente capturan genes que codifican para enzimas
modificadoras de aminoglicésidos y rara vez integran metalo-B-lactamasas [88].

Generalmente hacen parte de transposones, que a su vez pueden encontrarse dentro
de un plasmido conjugativo [90].

p
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Figura 1. Estructura general de las secuencias de insercion, transposones e integrones. (A)
Organizacion de una secuencia de insercion (Sl); las secuencias invertidas repetidas (IR) se representan
en gris con la etiqueta IRL e IRR. Entre las repeticiones invertidas estd un ORF que codifica la
transposasa tnp. El promotor de transposasa (P) esta contenido en IRL. (B) Organizacion de un
transposén compuesto: uno o mas genes estan flanqueados por dos Sl. (C) Organizacion del integron
clase 1. La regi6on 5' conservada consiste en el gen de la integrasa intll seguido por el sitio de
recombinacion attl, representado por un rectangulo negro, el promotor (Pc) que promueve la expresion
de genes casetes orfl, orf2 y orf3, los cuales estan separados por sus sitios attC (rectangulo naranja). El
segmento 3' conservado conformado por un gen de resistencia a amonio cuaternario truncado (qacEA)
fusionado con un gen de resistencia a sulfonamidas (sull).Modificado de Kung y col. [88].
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2.1.6 Islas gendmicas

Las Islas gendmicas (IGs) son segmentos discretos de ADN que son parte del
cromosoma de la célula y puede conducir o impulsar la diferenciacion de cepas. Estos
segmentos de ADN son relativamente grandes (>8kb) y a menudo difieren del resto
del cromosoma en su contenido G-C, se insertan cerca de genes que codifican ARNt
y estan flanqueadas por repeticiones directas (DR). Las IGs normalmente albergan
genes que codifican integrasas, tranposasas y Sl, lo cual favorece que integren genes
gue le confieren a la bacteria hospedera diversas ventajas selectivas. De acuerdo a
estas ventajas son denominadas como islas de patogenicidad, de simbiosis,

metabdlicas, de aptitud o resistencia [92].

Las IGs de P. aeruginosa poseen aproximadamente un tamafio desde 81 a 108 kb y
contienen genes que codifican las funciones necesarias para su movilidad y difusion
[88]. Existen islas gendmicas méviles y no mdéviles, algunas capaces de integrarse,
extraerse y transferirse del cromosoma bacteriano hospedero a un nuevo hospedero
por transformacién, conjugacion o transduccion. Para la integracién de estas se
requiere de la adquisicion de genes por transferencia horizontal, luego la integracion
en el cromosoma del huésped mediante recombinacion sitio-especifica y
reordenamientos genéticos como la pérdida o adquisicion de genes, finalmente

pueden ser transferido a otro destinatario por medio de plasmidos o fagos [92].

La primera IG descrita en P. aeruginosa fue PAGI-1, que a diferencia de otras islas
gendémicas no se encuentra localizada cerca del extremo 3’ de genes de ARNt, fue
identificada en el 85% de los aislamientos clinicos y contiene genes que poseen
homologia con dehidrogenasas y reguladores transcripcionales [93]. En P. aeruginosa
se han descrito IGs desde PAGI-1 hasta PAGI-16, las cuales confieren diferentes
capacidades metabdlicas, ademas de PAPI-1 y PAPI-2 que codifican factores de
virulencia (tabla 2) [3, 88]. Desde entonces, pocos estudios han investigado la
prevalencia de las islas gendmicas en los aislamientos clinicos, sin embargo, cuando
se estudian el 99% de los aislamientos posee en su genoma al menos una isla
gendmica o de patogenicidad, 87% de los aislamientos contenia en su genoma a
PAPI-2 y pKLC102, 81% a PAGI-1, 78% a PAGI-2, 70% a PAGI-4, 53% a PAGI-3 y
51% a PAGI-1 [94]. Por otra parte, PAGI-6, -7, -8, -9, y -10 han sido reportadas en
menor frecuencia, PAGI-6 ha sido identificado en el 6% de los aislamientos, PAGI-7 y
PAGI-9 en 46%, PAGI-8 y PAGI-10 en 3% [95].
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Tabla 2. Islas gendmicas mas frecuentes en P. aeruginosa [88].

Isla genémica Sitio de
(Tamafio) integracion Caracteristicas
de ARNt
PAGI-1 (49Kb) - Contiene genes que poseen homologia con
dehidrogenasas y reguladores transcripcionales
relacionados con PrpR of Salmonella enterica
serovar Typhimurium.
PAGI-2 (105kb) ARNt®Y Posee genes que funcionan en complejos y
transportan metales pesados.
PAGI-3 (103kb) ARNt®Y Tiene genes que confieren capacidades
metabolicas, de transporte y resistencia.
PAGI-4 (23kb) ARNt™® Contiene genes con funciones metabdlicas
putativas.
pKLC102 (104kb) ARNt™® Contiene gen para integrasa con homologia a xerC.
PAPI-1 (108kb) ARNt™® Numerosos genes que parecen afectar a la
virulencia en modelos de infeccion; auto-
transmisible.
PAPI-2 (11kb) ARNt™® Contiene genes que codifican para el factor de

virulencia ExoU secretado por el sistema de
secrecion tipo 11l

2.1.7 Plasmidos

Los plasmidos son ADN circular extracromosomal de doble cadena, capaces de auto-
replicarse de manera independiente de la célula hospedera y de transferir de una
célula a otra, genes de virulencia o resistencia. Existen plasmidos de resistencia
conjugativos y movilizables, los primeros codifican la maquinaria necesaria para
promover su propia transferencia de célula a célula por medio del sistema de
secrecion de tipo 1V, en cambio los plasmidos movilizables necesitan la colaboracién
de un plasmido conjugativo para su transferencia, por lo cual tienden a ser mas
pequefios [96]. El tamafio de los plasmidos movilizables a menudo es 10kb, a
diferencia de los plasmidos conjugativos cuyo tamafio es de aproximadamente 30kb o
mas [90, 97].

Uno de los plasmidos mobilizables identificados en diferentes especies ha sido el
plasmido pDCPR1 de 18.182pb, el cual fue aislado de P. aeruginosa en el 2005 y
posteriormente fue identificado en Serratia marcescens en el 2012. A excepcion de
dos nucledtidos, la estructura genética del plasmido en los dos aislamientos fue
idéntica, incluyendo los genes repA, trfB, parA, y parB, el integron clase 1 asociado a
Tn402 con el gen casete blayw. Y algunos genes que codificaban proteinas
hipotéticas [98]. Adicionalmente, P. aeruginosa posee pladsmidos no conjugativos que

presentan un operén de transferencia truncado (similar al transposén ThnCP23), como
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el plasmido pNOR-2000 que contiene el gen blayyz. en un integrén In56 [99].
Principalmente se han reportado plasmidos conjugativos, los cuales movilizan genes
de resistencia a B-lactamicos (especialmente carbapenémicos), como el plasmido
p07-406 que contiene un integron clase 1 truncado con el gen blayyg y plasmidos
pUMBS05 asociados a una isla de patogenicidad de 78 genes, de los cuales 64 han
sido identificados en PAPI-1 y PAPI-2[100, 101].

2.1.8 Profagos

Los profagos son bacteriéfagos integrados por recombinacion sitio especifica en el
cromosoma bacteriano, pueden desarrollar mutaciones o experimentar recombinacion
con otros profagos del cromosoma del huésped y promover asi su permanencia en el
genoma. Durante la movilizacion de los profagos se pueden producir errores en el
empaquetamiento y al momento de infectar otra célula pueden promover la

transduccioén con la transferencia de ADN bacteriano del huésped previo [88].

La mayoria de los fagos que infectan a P. aeruginosa son de doble cadena de ADN y
dependiendo la morfologia de la cola pertenecen a las familias como Siphoviridae
(larga y flexible) Myoviridae (contractil), y Podoviridae (corta y gruesa) [102]. Aunque
el 82% del proteoma predicho de los fagos de P. aeruginosa es de funcion
desconocida, existen bacteri6fagos que pueden modificar la virulencia en P.
aeruginosa, como por ejemplo ®CTX, D3, PT-6 y otros que pueden promover la
aparicion de variantes con colonias pequefias asociadas con mala funcién pulmonar y
con una mayor resistencia a los antibidticos como PF4 (tabla 3) [88, 103]. La
identificacion de los profagos en los aislamientos clinicos de P. aeruginosa ha sido
muy limitada, sin embargo, gracias al aumento de estudios que emplean las técnicas
de secuenciacion de genoma completo. En algunos estudios epidemioldgicos se ha
podido identificar aislamientos clinicos con regiones que contienen los profagos
®CTX y D3 [96].

Tabla 3. Bacteriofagos frecuentes de P. aeruginosa [88].

Elemento

o Caracteristicas
(tamafo)

®CTX (36kb) Fago de la familia Myoviridae de ADN de doble cadena, codifica una
citotoxina formadora de poros que contribuye a la virulencia.

D3 (56kb) Fago de la familia Siphoviridae de ADN de doble cadena, contiene un
“operén de seroconversion” que cambia el serotipo de O5 a O16.
Pf1 (7kb) Fago filamentoso de ADN de cadena sencilla, se sobreregula durante el

desarrollo de biopelicula.
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Pf4 (12kb) Fago filamentoso de ADN de cadena sencilla, afecta la variacion y
diferenciacion fenotipica del biopelicula asi como la virulencia.
PT-6 Bacteriofago de la familia Podoviridae de ADN de doble cadena,

bacteriéfago que produce Alginasa.

F116 (65kb) Fago lisogénico de la familia Podoviridae de ADN de doble cadena,
degrada alginato y codifica proteinas putativas con secuencias de
aminodcidos similares a las proteinas para la fluorescencia.

D3112 Fago de la familia de Siphoviridae de ADN de doble cadena, su
integracion es mediada por tranposasa, codifica proteinas con secuencias
similares a fagos de bacterias patdgenas de plantas como Xanthomonas
fastidiosa.

En general, la movilizacion de genes de resistencia por medio de diferentes EGM ha
promovido perfiles de multirresistencia en diferentes aislamientos, lo que ha
contribuido en la seleccion de clones de alto riesgo epidemioldgico. Por lo cual, se
estd centrando el interés en la identificacion y caracterizacion de estos clones en los

diferentes escenarios epidemioldgicos a nivel mundial.
Epidemiologiay clones

Existe una elevada prevalencia de Infecciones Asociadas a la Atencion de la Salud
(IAAS) y de infecciones cronicas causadas por aislamientos de P. aeruginosa
resistentes al menos a un antibiético de tres o mas familias, denominados como
multirresistentes (MDR) y resistentes al menos a un antibiético de todas las familias, a
excepcion de una o dos (XDR). Debido a los mecanismos de resistencia intrinsecos y
al incremento de la movilizacién de genes de resistencia se limitan las opciones
terapéuticas aumentando la morbimortalidad y la estancia hospitalaria de los

pacientes [104].

P. aeruginosa, a diferencia de otras bacterias, no presenta comportamiento clonal
debido a las altas tasas de recombinacion entre los aislamientos, esto es gracias a
gue se promueve una estructura en la poblacion compuesta por un ndamero limitado
de clones a partir de recombinacién genética [105, 106]. Esta variabilidad genética se
observa muy bien en los aislamientos susceptibles, pero en el caso de los
aislamientos MDR y XDR no sucede lo mismo. Se han identificado aislamientos
hospitalarios XDR con tipos de secuencia (ST) especificos, dentro de los cuales se
encuentran ST111, ST175 y ST235, considerados como de alto riesgo. En Hungria,
Italia, Francia y Espafia son muy comunes estos tres ST [104, 107, 108]. Sin
embargo, también han sido identificados de manera independiente en paises de
Oceania, Africa, Asia, Europa y América, siendo el ST235 el mas diseminado en
todos los continentes [6, 104, 107-110]. En menor medida se han reportado otros

clones asociados a genes de resistencia, como por ejemplo el complejo clonal once
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(CC11), el cual se ha identificado en Turquia, Grecia, Polonia, Hungria y Serbia

asociado a la carbapenemasa PER-1 [111-113].

P. aeruginosa ST235 ha sido el clon de alto-riesgo méas diseminado en diferentes
paises (figura 2), asociado ademas a carbapenemasas. En Espafia se han descrito
GES-1 y GES-5, esta Uultima enzima también se ha identificado asociada al
transposon Tn6163 en Australia [9, 114]. Las carbapenemasas reportadas en Bélgica,
Corea, Grecia, Malasia, Tailandia, Rusia y Espafia han sido de tipo VIM-2, en Bélgica
VIM-4, en Grecia VIM-17, en Japon IMP-1, en Corea, Italia, Egipto y Eslovaquia NDM-
1, IMP-6 en Japon, IMP-10 en Malasia, en Tailandia IMP-26, en Alemania IMP-31, en
Francia NDM-1, en Corea OXA-1, en Corea y Espafia aac(6')-1b, y en Alemania OXA-

35; identificadas en su mayoria en integrones clase 1 [115-126].
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Figura 2. Distribucién internacional de los clones de alto riesgo epidemioldgico de P. aeruginosa.
Distribucion de los clones de P. aeruginosa ST235, ST111 y ST175 en América, Asia, Africa, Oceania y
Europa hasta el afio 2015. Modificado de Oliver y col. [104][104][104][103][102][101].

Epidemiologia en América Latina

La Organizacion Panamericana de la salud en 2009 indic6 que en América Central la
resistencia a carbapenémicos vario entre 20% al 40%, siendo Honduras el pais con
los indices méas bajos y Nicaragua con los més altos. A su vez, Bolivia tiene las tasas
de resistencia mas bajas en América del Sur a imipenem (20%) y meropenem (14%),
contrario a Perd que presenta las tasas mas altas de resistencia con 66% y 57%,

respectivamente [104]. En un estudio realizado en aislamientos de once paises
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latinoamericanos (Argentina, Brasil, Chile, Colombia, Costa Rica, Ecuador,
Guatemala, México, Panama, Perl y Venezuela) se observé que el 22,9% es
resistente a piperacilina/tazobactam, 20,5% a amikacina, 25,9% a cefepime, 29,4% a
ceftazidime, 29,4% a gentamicina, 44,9% a imipenem, 38,4% a meropenem y 0,0% a

colistina, lo cual sugiere una alta circulaciéon de clones MDR [127].

Actualmente sigue existiendo poca informacién de los tipos de secuencia que
presentan los aislamientos que circulan en paises latinoamericanos. En Brasil desde
el aflo 1997 se ha reportado el clon pandémico ST277 asociado a SPM-1, en menor
medida se han identificado los ST1560, ST2236, ST2237 y el ST244, este ultimo
asociado a CTX-M-2 [128-130]. En Colombia el ST111 y el ST235 han sido los tipos
de secuencia mas asociados a aislamientos resistentes a carbapenémicos, en ellos
se han identificado los genes blayy.. Y blakec2, respectivamente. Cabe resaltar que la
asociacion de blakpc.» al ST235 es un evento observado Unicamente en Colombia, lo
cual le brinda mayor importancia al estudio genémico de aislamientos locales ST235
que permitan tener un conocimiento epidemiolégico de la situacion en el pais.
Adicionalmente, la movilizacion de estos genes ha sido asociada a integrones clase 1
en el caso de blayy y el transposén Tn4401 para blaxec. En menor medida el ST481
ha sido asociado a blay, y aunque ha sido reportado el ST227, a pesar de su

resistencia a carbapenémicos, no se han identificado los genes blayy., Y blakpc2 [5].
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3 Justificacion

Epidemiolégicamente, Pseudomonas aeruginosa es de gran importancia a nivel
mundial por ser el principal agente causal de neumonia asociada a ventilador segun
INICC y el segundo patégeno causante de bacteriemias asociadas a catéter central
[131]. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indic6 en el 2011 que fue el tercer
patégeno que mas causo infecciones en UCI. En Estados Unidos, durante el 2009 y
2010 se reportaron 51.000 infecciones hospitalarias causadas por P. aeruginosa, de
las cuales 6.700(13%) fueron causadas por cepas multirresistentes. El 30,2% en los
aislamientos causantes de neumonias, 26,1% en bacteriemias y 21,3% en
infecciones de tracto urinario asociadas a catéter fueron resistentes a
carbapenémicos, las cuales se estima que causan aproximadamente 440 muertes al
ano [132-136].

El incremento de la prevalencia de cepas multirresistentes se debe a la capacidad de
mutacion genética y adquisicion de elementos genéticos maviles que tiene la bacteria,
las cuales le permiten adquirir genes de resistencia y virulencia que incrementan la
tolerancia a las condiciones medio ambientales y a la acciéon de los antimicrobianos,
conllevando asi a que el control de estas infecciones sea dificil y que los costos
asociados a la atencion, el tiempo de hospitalizacion y la morbi-mortalidad
incrementen [104, 109].

El reporte de Centro Europeo para la Prevencion y Control de la enfermedad (ECDC)
en 2015 comunicO que P. aeruginosa fue el principal microorganismo en UCI
asociado a neumonias en Austria (23,2%), Francia (21,0%), Bélgica (17,6%), Estonia
(17,7%), Portugal (19,9%), Eslovaquia (18,2%) y Espafia (24,6%); en paises como
Italia y Luxemburgo ocupé el segundo lugar con un 16,0%. En cuanto a las
bacteriemias en UCI, P. aeruginosa fue el principal agente causal en Malta (28,6%), el
segundo en Bélgica (15,4%) vy el tercero en ltalia (11,2%). En Asia existen pocos
estudios epidemiolégicos de P. aeruginosa, en Turquia las cepas causantes de
infeccidbn en UCI, durante el periodo de 2003 a 2012 presentaron resistencia a
ciprofloxacina (37,3%), piperacilina/tazobactam (30,9%), amikacina (17,7%),
imipenem o meropenem en casi 41,0% [137].

Como se puede evidenciar, P. aeruginosa ha logrado diseminarse en todos los
continentes y ha sido asociada con la resistencia a multiples antibioticos de uso

clinico, desarrollando diferentes eventos adversos alrededor del tratamiento de las
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infecciones. Este panorama internacional no difiere del nacional, el Instituto Nacional
de Salud (INS) inici6é programas de vigilancia epidemiolégica de las IAAS en el 2012 y
en el 2014 report6é a P. aeruginosa como el tercer microorganismo mas frecuente en
UCI (8%) durante el afio 2011, siendo estos resistentes a ceftazidima (21,8%),
cefepime (26,5%), piperacilina/tazobactam (16,1%), aztreonam (37,7%), gentamicina
(26,9%), ciprofloxacina (32,2%) y amikacina (19,4%); en cuanto a los
carbapenémicos, también se encontraron cepas resistentes a imipenem (39%) y
meropenem (37,4%) [135].

En el presente afio en Bogota se reportd a P. aeruginosa como el tercer agente mas
frecuente (8%) en infecciones de UCI de Adultos del afio 2015, se encontraron
697(24,2%) aislamientos resistentes a piperacilina/tazobactem, 754(29,3%) a
ceftazidima, 756(24,7%) a cefepime, 460(25.9%) a aztreonam y 758(16,8%) a
amikacina; en cuanto a los carbapenémicos se encontraron 415(40,5%) cepas
resistentes a imipenem, 757(28,7%) a meropenem y 490(8,6%) a doripenem [138]. A
su vez en Medellin, segun la Secretaria de Salud, se reportd que durante el periodo
de enero a marzo de 2016 P. aeruginosa fue el segundo agente causal de IAAS con
15(29,4%) aislamientos, de estos 3(20,0%) poseian carbapenemasas de tipo VIM y
1(6,7%) tipo KPC [139].

A pesar de que las organizaciones internacionales como OMS, INICC, CDC y ECDC,
entre otros, reportan la frecuencia de infecciones por P. aeruginosa y el perfil de
resistencia, pocos informan en sus reportes globales cuales son los determinantes de
resistencia especificos y ninguna comunica el comportamiento clonal de la poblacion
de P. aeruginosa, lo cual impide identificar con mas detalle los clones de circulacion
mundial [104]. En diferentes paises, se han identificado los clones ST235, ST111,
ST175, entre otros, como alto riesgo epidemiolégico, los cuales no han sido
reportados dentro de las cepas susceptibles a los diferentes antibiéticos [104, 109]. El
clon ST235 ha sido el més reportado a nivel mundial, dejando al ST111 y ST175 en
un segundo plano, se ha encontrado en aislamientos de UCI en paises de América,
Europa y Asia [104, 108-110]. Ademas, diferentes estudios del ST235 han identificado
genes de resistencia que codifican para B-lactamasas de clase A (BEL, CTX-M GES,
KPC, PER, PSE), clase B (FIM, IMP, NDM, VIM) y clase D (OXA) [104]. Algunos de
estos genes como IMP, VIM, SPM y NDM, se han asociado frecuentemente a
integrones de clase 1, que a su vez estan contenidos en transposones o plasmidos, lo
cual aumenta considerablemente su capacidad de diseminacion y transferencia entre
diferentes clones o incluso diferentes especies bacterianas, por esta razén es de gran

importancia identificar y analizar las plataformas de movilizacibn de estos,
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permitiendo asi proporcionar informacibn muy valiosa en el entendimiento

epidemioldgico de estos clones de circulacion en Colombia y el mundo.
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4 Objetivos

Objetivo general

Comparar la estructura genética de las plataformas de movilizacion de genes de
resistencia del clon de Pseudomonas aeruginosa ST235 causantes de infecciones en

Colombia respecto a los clones reportados a nivel mundial.
Objetivos especificos

o Determinar los genes y perfil de resistencia en los aislamientos de P. aeruginosa
causantes de infeccion en cinco UCI de Colombia.

o Establecer la relacion genética de los aislamientos de P. aeruginosa.

e Determinar y comparar las estructuras de las plataformas de movilizacion
asociadas a resistencia en un aislamiento representativo del clon ST235 de P.

aeruginosa con los genomas reportados.
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5 Materiales y métodos

Tipo de estudio y obtencion de los aislamientos
bacterianos.

Se realiz6 un estudio observacional, prospectivo y descriptivo basado en la vigilancia
activa de pacientes adultos identificados con infeccion por P. aeruginosa segun los
criterios del CDC (2013), en cinco UCI de instituciones de tercer nivel ubicada en
Bogota D.C., Monteria (Cérdoba), Pereira (Risaralda), Cartagena (Bolivar) y Pasto
(Narifio). ElI muestreo por conveniencia se efectud consecutivamente durante 9
meses en cada una de las instituciones participantes entre octubre de 2014 a marzo
de 2016, cabe resaltar que no se realizd simultdineamente el muestreo en todas las

instituciones.

Al estudio se incluyeron los aislamientos provenientes de pacientes adultos que

cumplieron con los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

Criterios de inclusién

= Aislamientos clinicos de P. aeruginosa recuperados de pacientes mayores de 18
afios atendidos en la unidad de cuidados intensivos (UCI) de las instituciones
participantes.

= Aislamientos provenientes de pacientes que cumplan las definiciones de infeccion
de acuerdo con los criterios del CDC de Atlanta.

= Aislamientos clinicos de pacientes que aceptaron participar en el estudio por
medio de la firma de consentimiento informado.

= Aislamientos identificados como P. aeruginosa segun el reporte emitido por el
laboratorio clinico institucional y confirmado por el laboratorio de referencia
(LGMB-Universidad El Bosque).

Criterios de exclusion

e Pacientes con infecciones polimicrobianas (mas de un microorganismo patégeno
aislado de la misma fuente).
= Aislamientos causantes de colonizacion.

= Aislamientos clinicos que no fueron identificados como P. aeruginosa.
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Todos los aislamientos fueron enviados por los laboratorios clinicos de las
instituciones participantes al Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana de la
Universidad El Bosque en medio de transporte AMIES con carb6én BBL®, con el
respectivo reporte de identificacién y perfil de susceptibilidad realizado por el método
automatizado VITEK®?2 de Bioméreiux. Los aislamientos fueron recuperados en agar
MacConkey e incubados a 37°C por 24 horas para confirmar su pureza y viabilidad.
Posteriormente fueron almacenados a -70°C en caldo tripticasa soya (TSB) con 20%
de glicerol para su posterior caracterizacién microbioldgica y molecular. En la figura 3
se esquematiza las estrategias metodoldgicas empleadas para la caracterizacion

genética y molecular de los aislamientos de P. aeruginosa incluidos al estudio.

Pseudomonas aeruginosa aislada de UCI

Cepario Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana- Universidad EL BOSQUE
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Figura 3: Diagrama de flujo de la metodologia empleada en el estudio.

Extraccion de ADN bacteriano para caracterizacion
molecular y secuenciacion genémica

Se realizd una siembra de los aislamientos en agar infusion cerebro corazén (BHI) y
se incubaron a 37°C por 24 horas, se tom6 una colonia y se inoculé en 3 ml de caldo
BHI a 37°C durante 4 horas en agitacion constante (250 rpm) hasta alcanzar la fase
de crecimiento exponencial, se centrifugd (10.000 rpm durante 5 minutos) y el pellet
bacteriano se resuspendi6 en 50 pL de buffer lisis (TRIS HCL 1M pH 8.0, EDTA 0.5M
pH 8.0, sacarosa 7%, lisostafina 1ug/uL y SDS 1.25%) y fue incubado a 37°C por 1

hora. Luego se adicionaron 150 pL de fenol cloroformo (1:1); se mezcl6 en vortex y se
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centrifugd a 10.000 rpm durante 20 minutos, el sobrenadante obtenido se transfirié a
un tubo de 0.6 mL y se adicioné 200 uL de Etanol frio al 95% para precipitar el DNA,
el cual se incubd a -80°C por 15 minutos. Después de este tiempo se centrifugé a
10.000 rpm durante 10 minutos para eliminar el etanol. EI ADN se dej6 secar a
temperatura ambiente por 1 hora y se resuspendid en agua destilada estéril, la
cuantificacion y la verificacion de la calidad del ADN se hizo usando NanoDrop 2000c
marca BIORAD®. ElI ADN se llevd a una concentracion de 100ng/ul, el cual se

almacenod a -20°C.

La extraccion de DNA empleado para secuenciacion genémica se realizé por medio
del Kit Ultraclean ® Microbial ADN isolation (MO BIO laboratorios) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Se tuvo en cuenta que el ADN debia cumplir unos
criterios de calidad como concentracion mayor a 15ug y una pureza con una relacion
DO (260/280) superior a 1,8 y DO (260/230) ~2,0.

Confirmaciéon molecular de género y especie

La confirmacion molecular de género y especie de los aislamientos P. aeruginosa se
realizd0 por medio de la amplificacion del gen phnX que codifica la 2-
fosfonoacetaldehido hidrolasa en PCR convencional, empleando los iniciadores
GN358 (TTACCGTTGGTGAGCACG) y GN359 (TCTGCTCGACGCTGGTTA). Para la
amplificacion se usaron las siguientes condiciones estandarizadas en el Laboratorio
de Genética Molecular Bacteriana: denaturacion a 94°C por 60 segundos, seguido de
30 ciclos a 94°C por 60 segundos, 54°C por 30 segundos, 72°C por 60 segundos y
una extension final de 7 minutos a 72°C. El tamafio de amplimero es de 165pb, el
cual fue visualizado por electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, tefiidos con solucion
de bromuro de etidio 0,0001% y revelados con un analizador de geles Benchtop 3UV
BioDoc-it™ Imaging System con Launch TS Software (Ultra-Violet Products Ltd.). Las
cepas de P. aeruginosa ATCC 27853 y Klebsiella pneumonie ATCC 700603 fueron

usadas como control positivo y negativo, respectivamente.
Determinacion de la concentracion inhibitoria minima

La confirmacion del perfil de resistencia de los aislamientos se establecié por medio
de la determinacion de la concentracién minima inhibitoria (MIC) por el método de
dilucién en agar siguiendo las recomendaciones Yy criterios del CLSI 2016 [140]. Los

nueve antibidticos evaluados fueron: Gentamicina (GEN), Amikacina (AK),
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Ceftazidima, Meropenem (MEM), Ciprofloxacina y Piperacilina/Tazobactam (PTZ)
[134]. La cepa P. aeruginosa ATCC 9721 fue usada como control de sensibilidad y la

cepa P. aeruginosa 27853 como control de resistencia a carbapenémicos.
Determinacion molecular de genes de resistencia

Se amplificaron por PCR los determinantes de resistencia de mayor importancia
clinica y epidemiologica de las siguientes familias de antibidticos: B-lactamicos,
aminoglicésidos, quinolonas y sulfonamidas. Todos los amplimeros fueron analizados
por electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, tefiidos con solucion de bromuro de

etidio 0,0001% y revelados con un analizador de geles.

5.1.1 Determinacion de genes de resistencia a antibioticos B-
lactamicos: B-lactamasas de espectro extendido y AmpC

plasmidico.

La determinacién de B-lactamasas de espectro extendido (blarem, blashy Y blactxv) se
realizé por medio de PCR multiple siguiendo las recomendaciones de Monstein y Col.
[141] con las siguientes condiciones de amplificacion: denaturacion a 95°C por 5
minutos, seguido por 30 ciclos a 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C
por 60 segundos y una extension final de 7 minutos a 72°C; esperando productos de
amplificacién de 445pb para blatgn, 593pb para blacrx.w Y 747pb para blasyy. Como
control positivo se emplearon las cepas de E. coli 7eco2l (blarey, Y blasyy), 7€c0209
(blarem Y blactx.m) Y como control negativo E. coli ATCC 25922. Se evaluaron también
los genes FOX, EBC, ACC, DHA, CIT y MOX pertenecientes a la familia de AmpC por
medio de PCR multiple siguiendo las recomendaciones de Pérez-Pérez y Col. [142]
las cuales fueron denaturacion a 94°C por 3 minutos, seguido por 30 ciclos a 94°C
por 30 segundos, 64°C por 30 segundos, 72°C por 60 segundos y una extension final
de 7 minutos a 72°C. Los productos de amplificacion esperados fueron FOX (190pb),
EBC (302pb), ACC (346pb), DHA (405pb), CIT (462pb) y MOX (520pb). Se emplearon
como cepas control: Aislamientos clinicos de H. alvei. M. morganni, C. freundii y E.

cloacae y como control negativo E. coli ATCC 25922.

5.1.1.1 Determinacion de carbapenemasas.

Se realiz6 la amplificacion de carbapenemasas tipo blap, blaoxass, blayv, blaces,
blakpc, blayom por medio de PCR multiple siguiendo las recomendaciones de Monteiro

y Col. [143] con las siguientes condiciones de amplificacion: denaturacién a 94°C por
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5 minutos, seguido por 30 ciclos a 94°C por 45 segundos, 53°C por 45 segundos,
72°C por 60 segundos y una extension final de 7 minutos a 72°C. Los productos de
amplificacién fueron: blaye (120pb), blaoxa4s (177pb), blaym (382pb), blages (594pb),
blaxpc (785pb) y blanpm (830pb). Como control positivo se emplearon las cepas 1578
(blaymp), A5931 (blapxa-4s), 6876 (blayy), 9571 (blages), 24kpn33 (blakpc) y 24pae205
(blanpm) Y como negativo E. coli ATCC 25922. La determinacion de las variantes
blakpco ¥ blakpcz Se realizd6 por medio de restriccion enzimética del amplimero de
blakpc con la enzima Rsal por dos horas a 37°C, utilizando la mezcla de H,O destilada
desionizada estéril, 2ul de buffer RE a 10X, 5ug de BSA acetilado, 10ul del producto
de PCR del gen blakpc y 5u de Rsal. Como control positivo de los genes de blagpc-2 y
blaxpec.s se usaron las cepas de K. pneumonie 24kpn33 y 16kpn4, respectivamente.
Los productos esperados de la restriccion para blaxpc=> fueron 70pb y 740pb y para
blaxpc.s fueron 70pb, 120pb y 680pb; los amplimeros de blakpc.» fueron confirmados
por secuenciacion. Las variantes blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-43, blaoxasi, ¥ blaoxass se
determinaron por PCR muiltiple siguiendo las recomendaciones de Woodford y Col.
[144] con las siguientes condiciones: denaturacion a 95°C por 5 minutos, seguido por
30 ciclos a 95°C por 25 segundos, 52°C por 40 segundos, 72°C por 50 segundos y
una extension final de 7 minutos a 72°C; los productos de amplificacion fueron: blagxa-
23 (501pb), blaoxa24 (246pb), blaoxa4s (143pb), blaoxas: (353pb), y blaoxass (599pb).

Como control positivo se empled a 24aba39 y como negativo a E. coli ATCC 25922.

5.1.2 Determinacién de genes de resistencia a aminoglicésidos

En todos los aislamientos se amplificé el gen aac(6”)-lb por medio PCR convencional,
siguiendo las recomendaciones de Park y Col. [145]. El producto de amplificacion fue
de 482pb, el cual fue sometido a digestion con la enzima de restriccibn BseGl con el
fin de verificar la presencia de la mutacion W102R y D179Y que lo diferencia de la
enzima bifuncional aac(6’)-lb-cr, la cual tiene efecto en la disminucion de la
susceptibilidad a fluoroquinolonas como ciprofloxacina. La restriccion se realizd
durante 5 horas a 55°C, utilizando la mezcla de 7,5ul de H,O destilada desionizada
estéril, 2ul de buffer Tango a 10X, 10ul del producto de PCR y 0,5ul de BseGl. Los
productos de la restriccién fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al
2%, se observa que para aac(6’)-Ib-cr no se produce restriccion, manteniéndose el
amplimero de 482pb, en cambio en el gen aac(6’)-lb se observdé un producto de
restriccion 212 y 270pb. Como control positivo se usaron las cepas de E. coli 7ecol4

y 7ecol8, a las cuales se les ha encontrado en estudios anteriores los genes de
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aac(6’)-Ib-cr y aac(6)-Ib, respectivamente [145]. Como control negativo se empled a
E. coli ATCC 25922.

5.1.3 Amplificaciéon de genes de resistencia a quinolonas y

sulfonamidas.

Se amplificaron los genes gnrA, B y S siguiendo estas condiciones: denaturacion a
94°C por 60 segundos seguido por 30 ciclos a 94°C por 45 segundos, 54°C por 30
segundos, 72°C por 60 segundos y una extensién final de 7 minutos a 72°C;
esperando un producto de amplificacion de 542pb para qgnr. Adicionalmente se
amplifico el gen mcbg, como control positivo se empleé K. pneumonie 16-3 y como
control negativo a K. pneumonie ATCC 700603 [146]. A su vez, la amplificacion de los
genes de resistencia a sulfonamidas sull, sul2 y sul3 se realiz6 por medio de PCR
multiple, siguiendo las recomendaciones de Koljalg y Col. [147]. Cabe resaltar que se
determiné la resistencia a sulfonamidas como posible marcador de la presencia de

integrones.
Determinacion de integrasas clase 1,2y 3

La amplificacién de las integrasas 1 y 3 se realiz6 por medio de PCR multiple,
siguiendo las recomendaciones de Marquez y Col. [148] con las siguientes
condiciones de corrido: 94°C por 4 minutos 30 ciclos, de 94 °C 30 segundos, 65°C por
30 segundos, 72 °C por 90 segundos y una extension final de 7 minutos a 72°C,
esperando unos productos de amplificacion de 371pb y 980pb respectivamente. Para
la amplificacion de la integrasa clase 2 se realiz6 por medio de PCR convencional,
usando los primers GN262: GTAGCAAACGAGTGACGAAATG vy GN263:
CACGGATATGCGACAAAAAGGT, usando las condiciones anteriores pero con un
Tm de 60° y esperando un producto de amplificacion de 789pb [148]. Como control
negativo se emple6 a P. aeruginosa ATCC 27853 y como control positivo a la cepa de
A. baumannii A98.

Determinacion de la relacion genética en los
aislamientos de P. aeruginosa.

La relacion genética se realiz6 por medio del andlisis de la electroforesis en campo
pulsado (PFGE), siguiendo el protocolo de Schwartz y Col. [149]. Los aislamientos de
P. aeruginosa se cultivaron en caldo BHI y se incubaron a 37°C en agitacion a 200
rom por 12horas, con los cuales se realiz6 la suspension bacteriana con una
densidad 6ptica de 1.5 a 625 nm en buffer (100mM Tris + 100mM EDTA, pH: 8,0). A
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partir de esta suspension se prepararon los blogues de agarosa ultra pura de grado
ADN (BIO-RAD), los cuales contenian 150uL de suspensién bacteriana y 400ug de
proteinasa K. Para realizar la lisis se adicioné a los bloques 1 ml de buffer de lisis
(50mM Tris, 50mM EDTA, pH: 8,0 + Sarcosil al 1%) con 400ug proteinasa K, los
cuales se incubaron 2 horas a 55°C por 175 rpm. Posterior a la lisis se realizaron dos
lavados con agua destilada desionizada estéril a 55 °C y dos lavados con buffer TE

(10mM Tris, 1Mm EDTA, pH 8,0). Los bloques se almacenaron a 4 °C hasta su uso.

La restriccion se realizé con 12U/uL de la enzima de restriccion Spel (Promega), 1X
de buffer tango por 5 horas a 37°C. Los fragmentos de restriccion se separaron por
PFGE usando el equipo CHEFFII (Bio-Rad) con las siguientes condiciones de corrido:
tiempo inicial de 6,8 segundos y tiempo final de 35,4 segundos durante 23 horas a un
angulo de 120° y un voltaje de 6,0. Los geles fueron coloreados con bromuro de etidio
(3mg/ul). La imagen se captur6 con un fotodocumentador (Bio-Rad) y los patrones de
bandas obtenidos por PFGE fueron analizados con el programa BioNumerics SEVEN
(APPLIED MATHS), generando un dendrograma con un porcentaje de tolerancia del
1%. Los pulsotipos fueron definidos teniendo en cuenta los criterios de Tenover y Col.
y un punto de corte mayor del 80% de similaridad. Se emple6 como cepa

normalizadora Salmonella serotipo Braenderup H9812 [150].

Se selecciond un representante de los pulsotipos mas frecuentes dandole mayor
prioridad a los aislamientos que codificaban para carbapenemasas tipo VIM y KPC, a
los cuales se les determind el tipo de secuencia (ST) por medio de la técnica de
MLST en la que se amplificO siete genes housekeeping: acsA (Acetil-coA sintetasa),
aroE (Shikimato deshidrogenasa), guaA (GMP sintasa), mutL (Proteina de reparacion
del ADN), nuoD (NADH deshidrogenasa), ppsA (Fosfoenolpiruvato sintasa), trpE
(Componente | de la antranilato sintasa), siguiendo las recomendaciones de Curran y
col. [3]. Los productos de amplificacion que presentaban un tamafo promedio de
500pb se secuenciaron en sentido y anti-sentido por la técnica de Sanger. El
resultado de la secuenciacion fue comparado por alineamiento multiple por MultAlin
(disponible en http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) con los alelos reportados para
cada gen, los cuales se encuentran disponibles en Pseudomonas aeruginosa MLST
Database de PubMLST (http://pubmist.org/paeruginosa/). Empleando esta
herramienta también se determind el tipo de secuencia (ST), basado en la
combinacion alélica.
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Secuenciacion y ensamblaje del genoma de P.
aeruginosa ST235

Teniendo en cuenta el tipo de secuencia y el perfil de resistencia se selecciond al
aislamiento 24paell2, representativo del clon ST235, para la secuenciacion de su
genoma. Para tal fin se empled la tecnologia de PacBio RS Il (Pacific Bioscience) con
una SMRT cell y la quimica P6-C4. La construccion de la libreria SMRTbell™ de 20kb
se realiz6 con BluePippin™ (Sage Science). Los subreads obtenidos fueron
ensamblados de novo usando el protocolo SMRT Analysis v2.3, empleando el
programa HGAP3 por medio del SMRT portal [151]. Posterior a la obtencién del
ensamblaje se efectu6 un control de calidad del procedimiento realizando un mapeo
de los subreads con la secuencia del contig ensamblado, por medio del sotfware
BWA-MEM (Burrows-Wheeler Aligner with maximal exact matches) 0.7.15 [152]. A
partir de este andlisis se seleccionaron las lecturas que mapearon con una calidad 2
60 (MAPQ) y se visualizaron en Tablet 1.16.09.06 [153]. Por la naturaleza del DNA
bacteriano que es circular, se identifico la presencia de extremos repetidos por medio
de un Dotplot, usando el software Genome Pair Rapid Dotter (Gepard) 1.40 [154].
Para la confirmacién de este resultado se realiz6 un analisis del alineamiento pareado
de la secuencia del genoma en los extremos con la herramienta de BLASTn
(Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool) 2.4.0 [155] y de los marcos abiertos
de lectura de esa zona con el software RAST (Rapid Annotation using Subsystem
Technology) 2.0 [156], posteriormente, la presencia de los extremos repetidos fue

visualizado por medio de Artemis Comparison Tool (ACT) [157].

Por tal motivo fue necesario realizar la “circularizacién” del genoma, para ello se
utilizé Circlator 1.3.0 [158], este software permitié eliminar los extremos repetidos del
genoma de manera automatica y reordend la secuencia con punto de inicio en dnaA,
sin embargo, al observar los resultados de la anotacibn en la zona de corte
seleccionada por Circlator se observo que en los extremos la calidad de la secuencia
continuaba baja, lo que promovié la selecciébn de una zona de corte que contenia
SNPs, los cuales generaron a partir de un marco de lectura, marcos abiertos de
lectura mas pequefios, por tal motivo se realiz6 una “circularizacion” manual. Para la
seleccion del nuevo punto de corte se tuvo en cuenta segun el mapeo, la zona con el
mayor numero de subreads con calidad de mapeo (MAPQ) = 60, adicional a la
integridad de los marcos abiertos de lectura identificados en la anotacion,
posteriormente se realizd con Circlator el reordenamiento de la secuencia con punto

de inicio en dnaA 1.3.0 [158]. Finalmente, las caracteristicas de las versiones finales
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de los ensamblajes obtenidos a partir del procedimiento automatizado y manual

fueron comparadas con la herramienta QUAST (Quality Assessment Tool) 4.0 [159].

Analisis de genOmica comparativa de P. aeruginosa
ST235

Inicialmente se realiz6 una basqueda de las secuencias de genomas completos de P.
aeruginosa ST235 en la base de datos de genomas del Centro Nacional de

Informacion Biotecnoldgica (NCBI) disponible en https://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Como

control externo del tipo de secuencia se seleccioné a la cepa PAO1, este genoma ha
sido ampliamente estudiado y revisado en P. aeruginosa. Hasta el 22 de julio de 2016
se identificaron 43 secuencias, 40(93,0%) fueron secuenciados por la techologia de
lllumina encontrdndose en estado de borrador, 2(4,6%) por la plataforma de
secuenciacion 454 y 1(2,5%) por PacBio RS II; estas dos Ultimas permitieron tener
genomas terminados. Para los analisis adicionales se incluyé el genoma de 9PS50,
aislamiento de un estudio previo del Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana

(LGMB), las secuencias se detallan en el anexo A.

5.1.4 Creacién del arbol filogenético

Se realiz6 un arbol filogenético del core-genoma basado en los polimorfismos de un
s6lo nucledtido (SNP) presentes en todos los genomas ST235 por medio del software
kSNP v3 [160], en el cual se utilizaron dos argumentos: Kchooser para definir el
namero oOptimo de tamafio del k-mero (k=23) y -core para indicar el analisis
Unicamente para el genoma conservado. En algunas regiones de arbol, las
distribuciones de las ramas en algunos aislamientos no se dilucidaban claramente,
por lo cual para delimitarlas fue necesario definir un criterio. Teniendo en cuenta las
ramas que se encontraban delimitadas con claridad, como por ejemplo la de los
aislamientos de Grecia, se observé que la suma de las profundidades de las hojas
(nodos internos) no superaba el valor de 2.0, por lo cual se realiz6 esta suma en cada
uno de los aislamientos. Adicionalmente, se realizdé la anotacion de cada uno de los
genomas con PROKKA v1.11 [161] y el resultado de las regiones codificantes en
formato GFF3 se analiz6 con Roary 3.6.1 [162], el cual después de filtrar el core-
genoma crea un arbol filogenético del genoma accesorio. Finalmente, los dos arboles

fueron ilustrados en Dendroscope 3.5.7 [163, 164].
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5.1.5 Identificacion del resistoma

La identificacion del Resistoma se realizé utilizando el software ARIBA (Antibiotic
Resistance Identification By Assembly) 2.2.5, disponible en https://github.com/sanger-
pathogens/ariba. Dicho programa requiere iniciar desde las librerias originales para
hacer el ensamblaje y posterior busqueda de los genes de resistencia en las bases de
datos ResFinder [165], CARD (The Comprehensive Antibiotic Resistance
Database)[166] y ARG-ANNOT (Antibiotic Resistance Gene-ANNOTation) [167]. Por
lo tanto, debido a que las secuencias de los genomas ya se encontraban
ensamblados, fue necesario crear librerias artificiales de lllumina utilizando la
herramienta ART v2016.06.05[168]. Finalmente, el resultado se visualiz6 por medio

de Phandango, (https://jameshadfield.github.io/phandangol/).

5.1.6 Identificacion de elementos genéticos moviles

Se realizdé un andlisis gendmico comparativo por medio de alineamientos pareados
del aislamiento 24paell2 con las 44 secuencias ST235 reportadas usando BLASTnN
[155] y el resultado se visualizé mediante BRIG (BLAST Ring Image Generator) [169].
Posteriormente, se realizé la busqueda de profagos y de las regiones con posibles
islas gendmicas o de patogenicidad por medio de alineamientos de las secuencias
codificantes de 24paell2 con las proteinas de profagos e islas genémicas de
PHASTER e IslandViewer, respectivamente [170, 171]. Para identificar si las regiones
gue correspondian a las islas gendmicas fueron descritas previamente en P.
aeruginosa se buscoé en la base de datos de nucleétidos del NCBI la secuencia de las
islas gendmicas y de patogenicidad secuenciadas en esa especie con publicacion de
soporte y con ellas se realizaron alineamientos pareados con las zonas que
correspondian a posibles islas genémicas de 24paell2 con el software BLASTn
[155].

Por otra parte, para la determinacion de las plataformas de movilizacion asociadas a
los genes de resistencia identificados por ResFinder [165], se realizd6 una curacion
manual de la anotacion en las zonas adyacentes a las que codificaban los genes de
resistencia, utilizando el software BLASTp, BLASTtx y BLASTn [155], estos marcos
abiertos de lectura fueron corregidos en el archivo en formato GBK obtenido en RAST
y visualizados en Artemis [172]. Luego de la identificacion del elemento genético
movil se realizé un alineamiento pareado de esa regién de la secuencia con la base
de datos del NCBI mediante BLASTp, BLASTtx y BLASTn [155], con el fin de buscar
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si este habia sido reportado previamente en la literatura. Finalmente, las regiones

codificantes, ARNt e invertidos repetidos se ilustraron por medio de EasyFig [173].
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Origen de los aislamientos

Se incluyeron en el estudio 58 aislamientos clinicos de P. aeruginosa causantes de
infeccion en 56 pacientes adultos que cumplieron los criterios de inclusion, el nUmero
de aislamientos fue mayor al de pacientes debido a que en dos pacientes presentaron
reinfeccion por P. aeruginosa después de 26 y 79 dias respectivamente. Los
pacientes tenian un promedio de edad de 53 afios entre un rango de 18 y 87 afios, de
los cuales 32(57,12%) fueron de sexo masculino. Teniendo en cuenta el nimero de
pacientes con IAAS, la institucion hospitalaria de Monteria tuvo 11(30,5%) pacientes,
el mayor nimero de personas en la UCI con infecciones por P. aeruginosa, mientras
gue la UCI de Pasto fue la institucion con menos pacientes, pues tan solo un
hospitalizado (2,8%) presentd infecciones por este patdgeno (tabla 4). Los
diagnosticos de infeccion mas frecuentes fueron: 14(30,4%) infecciones de tracto
respiratorio, seguido de 13(28,3%) infecciones de vias urinarias, 12(26,1%)
septicemias, 6(13,0%) peritonitis, y 1(2,2%) infeccion de sitio operatorio. La
distribucion por fuente de los aislamientos fue: 19(32,8%) secreciones de tracto
respiratorio, 16(27,6%) hemocultivos, 13(22,4%), urocultivos, 8(13,8%) liquidos

peritoneales y 2(3,4%) puntas de catéter (asociadas a bacteriemias) (tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio.

Caracteristicas n ()
Género (n=56)

Masculino 32 57,1
Promedio de edad en afios (n=44) 53

Edad en afios(n=46)

Adulto joven (18-26 afios) 8 17,4
Adulto maduro (27-59 afios) 19 41,3
Persona Mayor (60 afios 0 mas) 19 41,3
Remitido de otra institucién (n=45) )

Si 33 73,3
Institucién hospitalaria* (n=56)

Pereira 26 20,8
Monteria 11 30,5
Cartagena 10 16,6
Bogota 8 9,1
Pasto 1 2,8
Estancia previa en UCI (n=35)

No 29 82,9
Enfermedad previa y/o inmunosupresion (n=45)

Enfermedad pulmonar crénica 11 24,4
Diabetes 7 15,5

Enfermedad gastrointestinal 4 8,9
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Hemiplejia 4 8,9
Infarto agudo de miocardio 4 8,9
Hipertension arterial 4 8,9
Insuficiencia renal 4 8,9
Tumor 3 6,7
Enfermedad vascular periférica 2 4.4
Enfermedad cerebrovascular 2 4,4
SIDA 1 2,2
Quimioterapia 1 2,2
Ninguna 17 37,8
Tipo de fuente de aislamiento n=58
Secreciones de tracto respiratorio 19 32,8
Hemocultivo 16 27,6
Urocultivo 13 22,4
Otros 10 17,2
Diagnéstico de infeccidn (n=46)

Infecciones de tracto respiratorio 14 30,4
Infecciones de vias urinarias 13 28,3
Septicemia 12 26,1
Otros 7 15,2
Desenlace a 30 dias posterior al diagnéstico de

infeccion (n=44)

Resolucién de la infeccién 19 43,2
Fallece 18 40,9
Contintia en UCI 7 15,9

*Porcentaje calculado respecto al nimero de infecciones identificadas en la UCI durante el
muestreo.

La enfermedad previa mas frecuente fue enfermedad pulmonar crénica en 11(24,4%)
pacientes. Sin embargo, no se establecié una asociacién de factor de riesgo para la
adquisicion de infecciones por P. aeruginosa con ninguna de las comorbilidades. Del
total de pacientes, 17(30,4%) no registraron el curso de enfermedades previas o
inmunosupresiones. Al seguimiento de los pacientes a 30 dias posteriores al
diagnostico de infeccion, se identificO6 que 19(43,2%) pacientes presentaron
resolucion de la infeccion y 18(40,9%) un desenlace fatal (muerte) y 7(15,9%)
pacientes continuaron en estancia en UCI. En los pacientes con desenlace fatal no se

logro establecer si el fallecimiento fue atribuible a la infeccién (tabla 4).

Determinacion del perfil de resistencia

Se determiné el perfil de resistencia a todos los aislamientos de P. aeruginosa,
encontrando que 35(60,3%) aislamientos fueron resistentes como minimo a uno de
los antibidticos evaluados. Con respecto a la resistencia a los antibioticos B-
lactamicos, 26(44,8%) aislamientos fueron resistentes a meropenem, 13(22,4%) a

piperacilina/tazobactam, 11(19,0%) a ceftazidima, 9(34,6%) a imipenem, y 6(10,9%) a
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doripenem. En cuanto a la resistencia a otros grupos de antibidticos, 12(20,7%)

aislamientos fueron resistentes a ciprofloxacina, 12(20,7%) a gentamicina, 9(34,6%) a
amikacina y ningun aislamiento fue resistente a colistina (de 26 aislamientos

evaluados por método automatizado) (figura 4 y anexo B).

Perfil de resistencia de los aislamientos de P. aeruginosa en UCI
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Figura 4. Perfil de resistencia de los aislamientos de P. aeruginosa causantes de infeccion en UCI.
TZP: piperacilina tazobactam, CAZ: ceftazidima, MEM: meropenem, DOR: doripenem, IMP: imipenem,
CIP: ciprofloxacina, AK: amikacina, GEN: gentamicina y COL: colistina. Los datos con asterisco (*) fueron
tomados del reporte de antibiograma por el método automatico VITEK®.

Se observd que 20(34,5%) aislamientos fueron resistentes a un solo grupo de
antibidticos: 17(29,3%) a B-lactamicos, 2(1,7%) a aminoglicésidos y un aislamiento
(1,7%) a fluoroquinolonas. Teniendo en cuenta ello, se analizé la co-resistencia de los
15(60,3%) aislamientos resistentes restantes y se determind que 6(10,3%)
aislamientos fueron resistentes a dos grupos de antibioticos y 9(15,5%) fueron
multirresistentes (resistencia a tres 0 mas grupos de antibidticos) [174] (figura 5). De
los aislamientos resistentes a dos grupos de antibidticos se observa que 3(5,2%)
fueron resistentes simultaneamente a [B-lactamicos y aminoglicsidos y 3(5,2%)
glfueron resistentes a B-lactamicos y a la fluoroquinolona CIP. Respecto a los
9(15,5%) aislamientos multirresistentes, 8(13,8%) aislamientos fueron resistentes a
los carbapenémicos MER, IMP y/o DOR, algunos con perfiles de resistencia a todos
los antibiéticos evaluados (MER, IPM, DOR, CAZ, PTZ, CIP, AK, GEN) (figura 5y
anexo B).
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Aminoglicésidos

(GEN, AK)
2(3,4%) 0(0,0%) 1(1,7%)
3(52%)  3(52%)
17(29,3%)
i 32(55,2%)
14(24,1%) 13(22,4%)

Aminoglicésidos Fluoroquinolonas B-lactdmicos

9(15,5%) 6(10,3%) 20(34,5%)
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Figura 5. Perfil de co-resistencia de los 35 aislamientos de P. aeruginosa por grupo de
antibioticos. Diagrama de Venn del perfil de resistencia por grupos de antibiéticos. Las barras indican el
porcentaje de aislamientos con resistencia a cada grupo de antibiético y una grafica de la distribucién del
porcentaje de aislamientos que son resistentes a uno o mas grupos de antibioticos.

Identificacion de determinantes de resistencia

La presencia de los determinantes de resistencia son uno de los mecanismos de los
aislamientos resistentes a las opciones terapéuticas, por lo cual se identificaron los
genes de resistencia a los antibidticos B-lactdmicos, aminoglicésidos y
fluoroguinolonas de mayor importancia clinica que podian ser adquiridos por EGM. En
el caso de antibidticos B-lactdmicos se evalu6 la presencia de los genes para -
lactamasas de espectro extendido (BLEE) de tipo TEM, SHV y CTX-M los cuales
amplificaron en 11(84,6%) de los 13(22,4%) aislamientos resistentes a penicilinas y/o
cefalosporinas de espectro extendido. De tal manera que los genes mas frecuentes
fueron blasyy, presentes en 8(13,8%) aislamientos, seguido de blargy en 7(12,1%) y
blactx.m, €n 2(3,4%) aislamientos. No se identificaron aislamientos con genes para

AmpC. Adicionalmente, de los 27(46,5%) aislamientos resistentes a carbapenémicos,



37 Resultados
17(63,0%) no codificaron las variantes de OXA-23, -24, -43 y -51 y 10(37,0%)

amplificaron genes para carbapenemasas de tipo VIM y KPC, de estos se

identificaron 6(10,3%) aislamientos con blayy ¥y 4(6,9%) con blakec,. Por lo que
respecta a los 14(24,1%) aislamientos resistentes a aminoglicésidos, se identificd en
4(6,9%) de ellos el gen de AAC(6')-1b y no se observo la enzima bifuncional AAC(6’)-
Ib-cr que confiere, ademas, disminucidn de la susceptibilidad a fluoroguinolonas como
ciprofloxacina. En cuanto a la resistencia a este ultimo grupo, no se identificaron los
genes gnr y mcbg en ninguno de los 13(22,4%) aislamientos resistentes a
ciprofloxacina los cuales confieren resistencia a este Ultimo grupo. Aunque
trimetoprim-sulfametoxazol no es considerado como opcion terapéutica, la resistencia
fue evaluada debido a la asociacion de genes de resistencia sul con la presencia de
integrones, el gen sull amplificé en 12(20,7%) de los 46(79,3%) aislamientos

resistentes a SXT y no se observo la presencia de sul2 ni sul3 (figura 6 y anexo B).

‘ Determinacion de los principales genes de resistencia

B-lactamicos Sulfonamidas** Aminoglicosidos Fluoroquinolonas
n=32(55,2%) n=46(79% n=14(24,1%) n=13(20,7%)
Insctivacion [ Alteraciénde | Inactivacion ‘_lﬁ
enzimatica oy enzimatica Inactivacion Alteracion de
BLEE Carb Emicos ¥ enzimatica sitio blanco
n=13(22,4%) n=27(46.5%) | sull aac(6’)-1b
sul2 -
blaoxa 23 sul3 aac(’)-1b-cr
blasiv blaoxa-:4
i bl 5
b;-;r;:rc:a b.':::; |_sull 12(20,/%) | [ aac(6’)-1b 4(6.9%) |
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blagsc | | Plasmidico bla amplificaron
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blasyv 8(13,8%) -
blarem 7(12,1%) | | blavim6(10,3%) n=58
blacrxm 2(3,4%) | | blakec2 4(6,9%) -

Figura 6: Porcentaje de resistencia a las principales familias de antibiéticos y su correlacion
genotipica en los aislamientos de P. aeruginosa. En el diagrama se ilustra el porcentaje de
aislamientos resistentes a cada grupo de antibioticos seguido del mecanismo de resistencia evaluado. A
su vez, en recuadros azules se indican los genes de resistencia que fueron evaluados y en rojo los
determinantes de resistencia que fueron identificados con el respectivo porcentaje de aislamientos

positivos.

**No es opcion terapéutica para infecciones por P. aeruginosa en UCI.

Identificacion de integrasas.

Los genes de los determinantes de resistencia pueden ser integrados al genoma por
medio de los integrones, estas plataformas han sido ampliamente diseminadas en las
bacterias Gram negativas, incluyendo P. aeruginosa. Por lo tanto, en los aislamientos

de este estudio se determind la frecuencia de estas estructuras por medio de la
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amplificaciébn de los genes intll, intl2 e intl3, los cuales corresponden al gen que
codifica la integrasa. Como resultado se encontr6 que 12(20,7%) aislamientos
amplificaron el gen intl1 y ninguno de los aislamientos amplificé intl2 o intl3. Una vez
identificada la presencia del gen que codifica la integrasa clase 1, se realizé la
amplificacién de la region variable desde el extremo 5’ conservado (intl), hasta el
extremo 3’ conservado (qacEA1) para asi conocer el tamafio aproximado de la region
variable donde se integran los diferentes genes casete. El mapeo de la region
variable de estos integrones clase 1, produjo un amplimero con diferentes tamafios
en 11(19,0%) aislamientos. En los aislamientos que se determinaron integrones clase
1, también fueron determinados genes de resistencia a carbapenémicos o
aminoglicosidos, por tanto, se identificé si estos genes estaban integrados en la
region variable del integron, encontrando que los genes blayy y aac(6’)-lb se
encontraron integrones (figura 7 y anexo C). Sin embargo, para identificar la
estructura completa de los integrones en los aislamientos es necesario realizar

secuenciacion

A
GN306 GN263 GN263
m 12(20,7%) m‘_ (0%) m‘— (0%)
TGN305 “TN262 “GN262
B --------------------------------------
GN30§ ¥ v
5% — e
interes -
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— GN321
GNxxx K
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Figura 7. Determinacién de genes de resistencia en integrones de P. aeruginosa. (A) Identificacion
de la integrasa de clase 1, 2 y 3. Los recuadros indican los genes estudiados, las flechas negras
corresponden a los primers utilizados con su respectivo cédigo y finalmente se muestra el porcentaje de
aislamientos positivos. (B) Amplificacion de la region variable del integron clase 1. Las flechas punteadas
determinan las regiones amplificadas para la identificacion de integrones en los aislamientos. (C)
Determinacién de los genes de resistencia en la region variable del integron clase 1. (D) Porcentaje de

aislamientos con genes de resistencia en la region variable de integrones clase 1. El porcentaje de color
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negro antes del recuadro del gen de resistencia indica el porcentaje de aislamientos que codifican el gen,

el porcentaje de color rojo muestra el porcentaje de aislamientos que amplificaron la region variable con

el gen de interés.

Posterior a la identificacion del perfil de resistencia de los aislamientos, los
determinantes de resistencia asociados y la presencia de integrones de clase 1, se
determind la relacion genética de los aislamientos con el fin de identificar el ST235, el

cual es el tipo de secuencia de interés en este estudio.
Relacidn genética

Para la identificacion del ST235 fue necesario determinar inicialmente la relacion
genética de todos los aislamientos por PFGE y posteriormente determinar el tipo de
secuencia de un representante de los pulsotipos mas importantes. Respecto a la
relacion genética de los 54 (93,1%) aislamientos evaluados (en 4 aislamientos no fue
posible obtener un perfil de bandas) no se observo la circulacion de un pulsotipo
predominante en las instituciones participantes. Teniendo en cuenta una similaridad
mayor al 80% se encontraron 34 pulsotipos diferentes, de los cuales 22(64,7%)
pulsotipos fueron de un Unico aislamiento y 12(35,3%) de dos o0 mas aislamientos; lo
gue sugiere que los aislamientos de P. aeruginosa tuvieron un comportamiento

policlonal (figura 8).

Los aislamientos resistentes a carbapenémicos se relacionaron en 15 pulsotipos
diferentes, de los cuales fueron identificados los cuatro pulsotipos mas frecuentes
(pulsotipo 1, 2, 3y 4), estos estaban conformados cada uno por cuatro aislamientos.
En la figura 8 puede observarse la asociacion de los pulsotipos con las demas

caracteristicas microbioldgicas y moleculares encontradas (figura 8).

Por su importancia clinica, el tipo de secuencia fue determinado en un aislamiento
representante de los pulsotipos con aislamientos productores de carbapenemasas
(blayy: y blayim). De los seis aislamientos con blayy, cinco se distribuyeron en tres
pulsotipos y ST diferentes; el ST111 (17-5-5-4-4-4-3) fue asociado en el pulsotipo
cuatro a 2(3,4%) aislamientos de Bogota (24pael88 y 24pae280), el ST1978 (45-148-
15-35-17-8-177) en los 2(3,4%) de Monteria del pulsotipo seis (24pae200 y
24pae204) y el ST244 (17-5-12-3-14-4-7) en 1(1,7%) de Pereira (24pael36).
Curiosamente, los 4(6,9%) aislamientos que tenian el gen blaxpc, provenian de
Pereira, fueron multirresistentes y se asociaron al ST235 (38-11-3-13-1-2-4) en el
pulsotipo uno, lo que indica que el clon de Pseudomonas aeruginosa ST235 no fue

prevalente en la poblacion de estudio (figura 8).
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Figura 8: Dendograma de los aislamientos de P. aeruginosa. La linea negra vertical corresponde al
80% de similaridad que es el punto de corte para establecer la relacién clonal. Los nimeros dentro de los
recuadros de colores indican cada clon identificado segin su frecuencia. De las ciudades de origen de
los aislamientos se identificaron como (A) Pasto, (B) Cartagena, (C) Monteria, (D) Pereira y (E) Bogota.
Los antibidticos evaluados son: TZP: piperacilina tazobactam, CAZ: ceftazidima, MEM: meropenem,
DOR: doripenem, IMP: imipenem, CIP: ciprofloxacina, AK: amikacina y GEN: gentamicina. Se resalta con
un recuadro rojo y un asterisco (*) el aislamiento ST235 seleccionado para secuenciacion del genoma.

Secuenciacion del aislamiento 24paell2 perteneciente
al clon de P. aeruginosa ST235

A partir de los cuatro aislamientos pertenecientes al ST235 identificados en el estudio,
el aislamiento 24paell2 fue seleccionado para la secuenciacion de su genoma, el
cual fue recuperado a partir de un hemocultivo de un paciente con diagnostico se
septicemia y presenta un perfil de multirresistencia (MEM, IMP, DOR, CAZ, TZP, CIP,
AK y GEN). Para la secuenciacion del genoma se utilizé la tecnologia de Pacific

Biosciences (PacBio) obteniendo 136.958 subreads, los cuales correspondieron a un
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total de 1.221'367.395 bases, con cobertura media de 147,1x (tabla 5). El ensamblaje

de novo, gener6é como resultado un Unico contig de 7'111.564 de bases, lo cual

sugiere que esta cepa ho posee plasmidos (tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas del genoma ensamblado de 24paell2.

Resultados . :
Lo, Versiones del ensamblaje
o secuenciaciéon
Caracteristicas
Subreads . Circularizacion Circularizacion
Inicial )
con Circlator manual *

Tamafio total (pb) 1.221’367.395|7'111.564 7'097.245 7'097.241
N° de
subreads/contigs 136.958 1 1 1
Promedio de
longitud (pb) 8.917 - - |
Contenido G+C (%) - 65,98 65,99 65,99
Cobertura media 147,1x - - -

*Ensamblaje seleccionado.
G+C=Guanina-citosina.

En el control de calidad del ensamblaje, los alineamientos pareados permitieron la
identificacion de la presencia de extremos repetidos sugestivos de secuencias
circulares. Con el fin de evitar duplicaciones erroneas y debido a la naturaleza circular
del cromosoma fue necesario realizar la “circularizacion” de la secuencia. Para ello se
delimité la zona de corte con un método manual, debido a que el sitio de corte
seleccionado por el método automatizado (Circlator 1.3.0) [158] no fue el mas
adecuado, puesto que en la zona de corte en cada extremo repetido del genoma se
evidencié baja cobertura de las lecturas que promovieron en la secuencia ORFs,
truncados por SNPs (alteraciones erréneas de los marcos abiertos de lectura) (anexo
A), los cuales fueron identificados completos con la “circularizacion” manual (anexo C)
[158]. Por tal motivo se selecciond la version obtenida con este ultimo método (tabla
5).

El genoma del aislamiento 24pael12 después del control de calidad estad conformado
por un cromosoma circular de 7'097.245pb (sin plasmidos) que contiene 6.624
marcos abiertos de lectura, de los cuales 328(4,9%) corresponden a proteinas de
transporte de membrana, 224(3,4%) de la pared celular, 202(3,0%) de virulencia,
patogenicidad y defensa, 97(1,5%) de elementos genéticos mdviles como profagos y
otros elementos de transposicién, 63(0,9%) codifican ARNt y 12(0,2%) ARNr y
12(0,2%) genes de resistencia, entre otras proteinas necesarias para el metabolismo

celular e hipotéticas.
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Relacién filogenética de 24paell2 con otros genomas
ST235

Para el analisis filogenético del clon ST235 se incluyeron 43 genomas de P.
aeruginosa ST235 previamente reportados en el NCBI a la fecha de 22 de julio de
2016, pertenecientes al ST235 habian sido reportados en la base de datos de
nucleétidos del NCBI provenientes de diferentes continentes [6, 9, 175-179]. Ademas,
para el andlisis comparativo se incluy6 el genoma del aislamiento colombiano 9PS50,
el cual fue identificado en un estudio previo realizado por el Laboratorio de Genética
Molecular Bacteriana de la Universidad El Bosque en la ciudad de Monteria en 2007.
Este aislamiento es resistente a carbapenémicos, pero no produce ninguna

carbapenemasa. [178]

Las fechas de aislamiento de las cepas ST235 reportadas a nivel mundial oscilan
entre el afio 2002 y el 2014. De acuerdo a su lugar de origen, se estudiaron
21(47,7%) aislamientos de América, 15(34,1%) de Europa, 5(11,4%) de Asia y
3(6,8%) de Oceania. De los aislamientos de América, 9(20,4%) provienen de Estados
Unidos, 5(11,4%) de Colombia, 4(9,1%) de Argentina, 2(4,5%) de México y 1(2,3%)
de Brasil (Anexo A). En cuanto a los provenientes de Europa 3(6,8%) aislamientos
fueron identificados tanto en Croacia como en Grecia, 2(4,5%) en Espafia, Francia,
Rumania e lItalia y 1(2,3%) en Alemania. Respecto al pais de origen de los
aislamientos asiaticos, se identificaron 2(4,5%) en Filipinas al igual que en Japoén y
1(2,3%) en India. Por su parte, los 3 aislamientos de Oceania fueron identificados en
Australia (Anexo A) [9, 175-178].

6.1.1 Relacion filogenética del genoma “core”

Los genomas de los 44 aislamientos ST235 y 24paell2 fueron empleados para la
determinacion de las distancias filogenéticas del clon ST235, se realiz6 un andlisis
inicial teniendo en cuenta Unicamente los genes conservados en todos los
aislamientos (genoma “core”). El genoma accesorio no fue incluido, dado que incluye
las islas gendmicas, profagos, secuencias de insercion, transposones e integrones de
cada aislamiento y probablemente se calcularian distancias mas lejanas entre los

aislamientos muy relacionados.



43 Resultados
— 10 PAO1
0,001
24paef12 CO 14
A st us ATSJOSCO M 4705 GR 12
A14979US 10, A14842 US 06 A
A15006 US 11 14702 PH 1;
A 14422 US 09 A1470% 12
1514333 FR 10 A14708 GR 12
A714690 RO 13 Y V' A a14706 GR 10
A147231T 12
A13879 AR 10 ) ,,.,%ﬁg:ﬁﬁﬁ"
AT4530 AR O RNS_PAEOS AU 07
A15063BR 1 414902 AR 08

A14720CO 1 414949 AR 09
A14721 CO 12 A74689 MX 12
A14719CO 1 > 726 U 12

/i . PA_ST235ES 07/08
A15015DE 117 /7 | e WX 10
A15000 ES 1 \
/4968 HR 08 A14732 usi2
NCGM1984 JP 12414972 HR 0§ 5053
,93.,337 HROLL NCGM_S1 JP 02
/ ATirious 12 A14694RO12
s
/
/
/
/
/
/
/
/
3PS50 CO 07 xf
/
A147301T 12

n=45

Figura 9: Arbol filogenético de aislamientos de P. aeruginosa ST235 obtenido a partir del core-
genoma por el método de maxima parsimonia (MP). Se incluyen 45 aislamientos de P. aeruginosa y
la cepa PAOL, los aislamientos fueron nombrados con el nombre original de cada publicacion, seguido
de las siglas del pais (en negrilla) siguiendo la norma ISO 3166-1 y el afio de recuperacién. Las cepas
gue inician con el nombre Al fueron simplificadas del nombre original (AZPAE1). Los nimeros y elipses
de colores indican cada rama, en la cual la suma de las profundidades de todas sus hojas (nodos
internos) no supera el valor de 2.0. Las lineas de escala (1,0 y 0,001) indican el nimero de sustituciones

nucleotidicas por sitio.
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En la figura 9 se muestra que los 45 aislamientos fueron agrupados en trece ramas
de diferentes tamafios, sugiriendo que, aunque todos pertenecen al mismo ST, hay
una variabilidad genética dentro del clon. En la rama ndmero uno se encontré al
aislamiento 24pael1?2 relacionado con otro aislamiento colombiano AZPAE15003, los
cuatro aislamientos colombianos restantes (9PS50, AZPAE14719, AZPAE14720 y
AZPAE14721) fueron agrupados en la rama 10, en donde se observd que el
aislamiento 9PS50 present6 una mayor variabilidad genética. No se encontré una
asociacion con el afio de identificacion ni con la presencia de blagpc.», l0 cual sugiere
que en Colombia circulan por lo menos dos linajes genéticos dentro del ST235.
Interesantemente, el aislamiento 24paell2 presentd una mayor relacién genética con
los aislamientos identificados en Grecia, que con paises del mismo continente (figura
9).

En términos generales, los aislamientos identificados en cada pais se agruparon en la
misma rama 0 en ramas cercanas, excepto para los aislamientos de Estados Unidos
(US) que se agruparon en las ramas 4, 5, 6 y 13; Argentina en las ramas 4 y 11; y
Colombia en las ramas 1 y 10. Estos resultados sugieren que posiblemente algunos
clones circulan en diferentes paises y que en Estados Unidos, Argentina y Colombia

circulan linajes genéticos dentro del ST235 (figura 9).

6.1.2 Relacion genética del genoma accesorio

El andlisis de la relacion genética del genoma accesorio mostrd una dispersion de los
aislamientos sugiriendo una variabilidad genética entre los aislamientos ST235,
debida posiblemente a procesos de adquisicibn de material genético independientes
entre los aislamientos. En cuanto a los seis aislamientos de Colombia ST235, en
cuatro de ellos (9PS50, AZPAE14719, AZPAE14720 y AZPAE14721) se observa
estrecha relacion del genoma accesorio, unido este resultado con la estrecha relacion
encontrada con el genoma “core” del 9PS50, posiblemente estos pertenezcan a un
mismo clon que se ha diseminado en el pais desde el afio 2007 y ha adquirido pocos
elementos genéticos moviles diferenciadores, como por ejemplo el gen blagpc,
identificado en los aislamientos recuperados del 2011 y ausente en el aislamiento del
2007. Por otro lado, el aislamiento 24paell2 se localiz6 muy lejos respecto a los
otros aislamientos colombianos, incluso con el aislamiento que presentdé mayor
relacion genética en su genoma “core”, el AZPAE15003, mostrando asi que su

genoma accesorio es diferente. Estos resultados sugieren que este aislamiento ha



45 Resultados

adquirido diferentes 0 nuevos elementos genéticos. Interesantemente, el genoma
accesorio de 24paell2 esta mas relacionado con AZPAE14726 (US), AZPAE14689
(MX), AZPAE13880 (MX) y PA_ST235 (ES), aislamientos con los cuales su genoma

“core” no tiene relacién genética (figura 10).

El genoma accesorio de algunos aislamientos se relacioné segun el pais, tal fue el
caso de RNS_PA1l, RNS_PA46 y RNS_PAE05 de Australia (AU), AZPAE14830,
AZPAE14887, AZPAE14912 y AZPAE14968 de Croacia (HR), 9PS50, AZPAE14719,
AZPAE14720 y AZPAE14721 de Colombia (CO) y AZPAE14422, AZPAE147102,
AZPAE14732, AZPAE14874, AZPAE14842, AZPAE14979 y AZPAE15006 de
Estados Unidos (US), lo que sugiere que en estos paises podrian circular plataformas
genéticas moviles con los genes necesarios para la adaptabilidad, supervivencia y el
establecimiento del clon ST235 (figura 10).
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Figura 10: Arbol filogenético del genoma accesorio de aislamientos de Pseudomonas aeruginosa
ST235 obtenido a partir del método de maxima verosimilitud (ML). Se incluyen 45 aislamientos de P.
aeruginosa y la cepa referencia PAOL, los aislamientos fueron nombrados con el nombre original de
cada publicacion, seguido de las siglas del pais (en negrilla) siguiendo la norma ISO 3166-1 y el afio de
recuperacion. Las cepas que inician con el nombre Al fueron simplificadas del nombre original
(AZPAEL). Las elipses de colores indican las ramas con aislamientos relacionados provenientes de un
mismo pais. La linea de escala (0,1) indica el nimero de sustituciones nucleotidicas por sitio.
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La posible variabilidad del genoma accesorio observada en los aislamientos ST235
analizados, puede estar dada por la adquisicion de diferentes genes por medio de
plataformas genéticas mdviles. Debido a la ventaja adaptativa que confiere la
presencia de los genes de resistencia en los aislamientos y la importancia
epidemioldgica de su diseminacion, se realiz6 la identificacién del resistoma en

24paell2 y en los demas aislamientos ST235.
Resistoma de P. aeruginosa ST235

El resistoma de 24paell2 fue conformado por los siguientes genes de resistencia
intrinsecos y adquiridos: aadB, aadAl, aph(3’)-1lb y ant2 para aminoglicésidos, blaoxa.
2, blappe, blaoxaso para penicilinas y cefalosporinas, blaxpc, para carbapenémicos,
sull para sulfonamidas, catB7 para cloranfenicol, fosA para fosfomicina y los
operones de bombas de eflujo: mexAB-oprM, mexCD-oprJ, mexEF-oprN, mexJK,
mexGHI-opmD, mexVW, mexPQ-opmE, mexMN, triABC. Con respecto a la
resistencia adquirida a aminoglicésidos, en comparacion con los 44 genomas ST235
restantes, fueron evidenciadas ocho variantes de la aminoglicosido-acetil-transferasa
no identificadas en 24paell2: aac(6’)-1b-10 en 6(13,6%) aislamientos, aac(6)-31 en
5(11,4%), aac(6)-29b en 4(9,1%), aac(3)-lc y aac(6)-33 en 2(4,5%), aac(3)-l,
aac(6)-1lb y aac(6)-lae cada uno en un aislamiento (2,3%). Fueron identificadas
cuatro variantes de la aminoglicésido-adenilil-transferasa de las cuales solo aadB fue
encontrada en 24paell2, aadAll en 22(50,0%) aislamientos, aadB y aadAl en
4(9,1%), y aadA2 en un aislamiento (2,3%). En cuanto a la codificaciéon de la
aminoglicésido-nucleotidil-transferasa (ANT), se observé la presencia de la variante
ant2 tanto en 24paell2 como en 11(25,0%) aislamientos y, a diferencia de 24paell2
3(6,8%), presentaron el gen ant(3”)-li-aad(6)-1ld. Respecto a la codificacién de la
aminoglicésido-fosforil-transferasa (APH) fueron identificadas siete variantes no
presentes en 24paell2, siendo la mas frecuente la codificada por el gen aph(3’)-llb
identificada en 42(95,4%) aislamientos, seguida de aph(6’)-1d en 9(20,4%), aph(3’)-1b
en 6(13,6%), aph(3’)-XV en 4(9,1%), aph(3’)-lla en 3(6,8%), aph(3’)-VI en 2(4,5%) y
aph(3’)-la en un aislamiento (2,3%) (figura 11).

P. aeruginosa 24paell2 no codificé BLEE diferentes a las intrinsecas de su género,
sin embargo, en algunos de los aislamientos ST235 analizados fueron determinados
seis genes que codificaron BLEE: blagxai10 €n 9(20.4%) aislamientos, blargy.s en
5(11,4%), blapses Yy blaoxa120 €n 2(4,5%), blactxm, Y blaper: cada uno en un

aislamiento (2,3%). Con respecto a las carbapenemasas, fueron identificados tres
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genes de metalo-B-lactamasas (blaym-11, blayivis v blawe.s) y dos de serin-

carbapenemasas (blages v blakpc 7). La metalo-B-lactamasa mas frecuente fue blayv.11
en 4(9,1%) aislamientos, seguida de bla,yr.1 en 3(6,8%) y blaym.13 €n uno (2,3%). A su
vez, blages en 10(22,7%) aislamientos fue la serin-carbapenemasa mas frecuente, por
su parte, el gen blagpc., fue el Unico determinado en 24paell2 también identificado en
3(6,8%) aislamientos (figura 11).

En cuanto a los determinantes de resistencia a sulfonamidas e inhibidores de la
dihidrofolato reductasa, al igual que en 24paell2, se identific6 el gen sull en
5(11,4%) aislamientos, el cual codifica para una dihidropteroato sintasa resistente a
sulfonamidas. Adicionalmente se identificé que cada uno de los 3(6,8%) aislamientos
tienen dfr22, dfrA5, y dfrB1, genes que codifican dihidrofolato reductasas resistentes a
trimetoprima. Respecto a los genes de resistencia a cloranfenicol que codificaron 4
variantes del cloranfenicol acetiltransferasa, entre ellos el mas predominante fue el
gen catB7 identificado en 43(97,7%) aislamientos, al igual que en 24paell2, catB3y
catB4 en 5(11,4%) y catB10 en uno (2,3%). Respecto a los genes de resistencia para
antibioticos del grupo de las fluoroquinolonas, aunque no fueron identificados genes
gue codifican para mecanismos enzimaticos (gqnr, mcbg ni aac(6’)-Ib-cr) se evidencid
mutaciones en los blancos de accién: ADN girasa y topoisomerasa IV, de tal manera
qgue los 44(100%) aislamientos que tenian parC codificaron las sustituciones S80L y
A85G, 43(97,7%) codificaron en gyrB las sustituciones Q459R y Q469V, finalmente
41(91,2%) cepas tenian en gyrA la sustitucion T83l (figura 11).

P. aeruginosa posee diferentes genes que codifican sus mecanismos de resistencia
intrinsecos, tal es el caso de las BLEE como blappc, blaoxa s, 10S operones de bombas
de eflujo: mexAB-oprM, mexCD-oprJ, mexEF-oprN, mexJK, mexGHI-opmD, mexVW,
mexPQ-opmE, mexMN, triABC y el gen de resistencia a cloranfenicol catB7. Estos
genes fueron identificados en 24paell2, sin embargo, en algunos aislamientos no
fueron observados los genes necesarios para algunas bombas de eflujo y un
aislamiento de Argentina (AZPAE149029) no codific6 OXA-50, esto podria ser gracias

a mutaciones en la secuencia o errores al momento del ensamblaje (figura 11).
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El resistoma de los aislamientos de P. aeruginosa ST235 no fue idéntico en todos los

aislamientos, lo que sugiere variabilidad genética de este clon. A pesar de ello, se
observé un predominio de aislamientos que codificaron FosA (100,0%) y APH(3')-1lb
(95,5%), lo que sugiere que probablemente los aislamientos del clon ST235 pueden
ser resistentes a fosfomicina y a antibiéticos aminoglicosidos. En la mayoria de los
casos la presencia de los genes no fue relacionado por el afio de aislamiento o el pais
de origen, sin embargo, de los 45 genomas analizados, los aislamientos colombianos
24paell2, AZPAE14719, AZPAE14720 y AZPAE14721 fueron los Unicos en codificar
la carbapenemasa KPC-2, lo que sugiere la amplia diseminacioén local de este gen en

plataformas genéticas moviles (figura 11).
Elementos genéticos moviles de 24paell?2

Dada la importancia epidemioldgica de diseminacion y transferencia de los genes de
resistencia entre diferentes clones, o incluso diferentes especies bacterianas, se
identificaron las plataformas de movilizacion de estos genes en el cromosoma de
24paell?2. Fueron identificados cinco transposones movilizando genes de resistencia:
Tn6162-like con aadB y sull, Tn402-like-1 con aadAl y sull, Tn402-like-2 con blagxa.»
y dos Tn4401b cada uno con una copia del gen blakpc,. Adicionalmente, fueron
determinadas ocho regiones de profagos y 6 islas genémicas, en cuatro de estos

elementos genéticos maoviles se insertaron transposones (figura 12).

Tabla 6. Elementos genéticos méviles de 24paell2

. . Ubicacion Tamafio | Namero de
Elemento genético movil Ref.
Inicio Final (pb) Acceso
Transposon Tn6162-like 2'428.478 | 2'462.661 34.183 - -

2'742.750 | 2'752.755
Transposon Tn4401b 10.005 - [7]
2'758.633 | 2'768.638

Transposon Tn402-like-1 5'105,343 | 5'117.652 12.309 - -

Transposon Tn402-like-2 5'815.970 | 5'830.824 14.854 - -

259.283 | 301.721 | 42.438
Profago H70 NC027384 | [180]
5'677.607 | 5'716.275 | 38.668

2'542.113 | 2'580.524 38.411
Profago vB_Pae5 PM105 NC028667 | [181]
2'940.345 | 2'979.533 39.188

Profago D3 3'881.888 | 3'935.451 53.563 NC002484 [182]
Profago F10 5'046.861 | 5'110.131 63.270 NC007805 [103]
Profago phiCTX 705.252 724.278 19.026 NC003278 [183]
Profago Pfl 5'347.267 | 5'358.785 11.518 NC001331 [184]
Isla genémica PAGI-1 3'366.957 | 3'406.228 39.271 AF241171 [93]

Isla genémica PAGI-2 2'310.022 | 2'363.289 53.267 AF440523 [185]
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Isla genémica PAGI-4 4'795.506 | 4'895.009 99.593 AY258138 [186]
5'752.816 | 5'815.969 63.153
Isla genémica PAGI-5 EF611301 [187]

5'830.825 | 5'853.757 22.932

Isla gendmica PAGI-6 6'593.897 | 6630.920 37.023 EF611302 [95]

2'403.928 | 2'428.478 24.550
Isla genémica Gl1 EU595750 [188]
2'462.696 | 2'472.004 9.308

2'724.254 | 2'742.750 18.496

Isla gendémica Gl4 2'752.755 | 2'758.632 5.877 NC_018080 | [189]

2'768.636 | 2'844.388 75.752

Con el fin de identificar si las plataformas de movilizacion de los genes de resistencia
de 24paell? posiblemente se encontraban en otros aislamientos de P. aeruginosa
ST235 se realiz6 un alineamiento pareado con cada uno de los 44 genomas ST235,
el cual fue ilustrado por medio de BRIG, lo que ademéas permitié identificar las
regiones de elementos genéticos mdviles presentes en 24paell?2 y ausentes en los
demas aislamientos (figura 12). Cabe resaltar que no se identificaron plataformas de
movilizacién para los genes que codifican las BLEE intrinsecas de P. aeruginosa
blaoxaso ¥ blappc.ss, ¥ para catB7, asimismo tampoco fueron identificados elementos
genéticos méviles asociados para los genes aph(3)-llb y fosA; lo cual sumado al
hecho de encontrar estos genes en casi todos los aislamientos del clon de P.
aeruginosa ST235, podria sugerir que probablemente fueron adquiridos por un
ancestro en comun y estabilizados en el genoma a lo largo del tiempo o que fueron

insertados en el genoma por mecanismos genéticos aln desconocidos.
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Figura 12: Ubicacioén de las islas gendmicas, profagos y plataformas de movilizaciéon de genes de
resistencia de 24paell2. Alineamiento pareado del genoma de 24paell2 con los 44 genomas
reportados de P. aeruginosa ST235 ilustrado por BRIG, los colores en los anillos indican el continente de
origen y la intensidad del color muestra el porcentaje de identidad de las cepas. Los anillos ubicados del
interior al exterior corresponden a los siguientes aislamientos ST235: RNS_PA1 (AU), RNS_PA46 (AU),
RNS_PAEO5 (AU), NCGM2_S1 (JP), NCGM 1984 (JP), AZPAE13850 (IN), AZPAE14702 (PH),
AZPAE14703 (PH), AZPAE14690 (RO), AZPAE14964 (RO), AZPAE14705 (GR), AZPAE14706 (GR),
AZPAE14708 (GR), AZPAE14887 (HR), AZPAE14912 (HR), AZPAE14968 (HR), AZPAE15015 (DE),
AZPAE14723 (IT), AZPAE14730 (IT), AZPAE14353 (FR), AZPAE15058 (FR), PA_ST235 (ES),
AZPAE15000 (ES), AZPAE14422 (US), AZPAE14710 (US), AZPAE14726 (US), AZPAE1732 (US),
AZPAE14842 (US), AZPAE14843 (US), AZPAE14874 (US), AZPAE14979 (US), AZPAE15006 (US),
AZPAE13880 (MX), AZPAE14689 (MX), AZPAE13879 (AR), AZPAE14830 (AR), AZPAE14902 (AR),
AZPAE14949 (AR), AZPAE15063 (BR), AZPAE14719 (CO), AZPAE14719 (CO), AZPAE14720 (CO),
AZPAE14721 (CO), AZPAE15003 (CO), 9PS50 (CO) y 24paell2 (CO).
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Tal como se ilustra en la figura 12, la insercién de los cinco transposones asociados a
los genes de resistencia en el cromosoma de P. aeruginosa 24paell?2 fue observada
dentro de cuatro elementos genéticos moéviles previamente descritos en la literatura:
tres islas gendmicas (Gl1, PAGI-5 y GIl4) y el profago (F10). Asimismo, fueron

determinadas en detalle las estructuras gendmicas de cada uno de los transposones.

6.1.3 Tn6162-like

El transposon Tn6162-like se identificd en el genoma de 24paell?2 entre 2'428.478pb
y 2'462.661pb, esta plataforma genética moviliza un integrén de clase 1 el cual
codifica en su region 3’ conservada al gen sull, ademas del gen casete aadB (figura
13). Teniendo en cuenta su estructura genética, este transposén fue nombrado como

“like” debido a que adicional a la estructura del transposén Tn6162 reportada por
Martinez y Col. [190], se identific6 un médulo Atni y un operén de resistencia a

mercurio merEDAFT corriente abajo de urf2.

Gl1 Gl1
Tn6162-like

Integron clase |

I
ISPa40-like . ISPa7 = % i Es orfABCD merRTPADE s = B2« merEDAFT
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Figura 13: Estructura de transposon Tn6162-like de P. aeruginosa 24paell2. Estructura de las
plataformas de movilizacion de los genes aadB y sull. Cada una de las flechas indican los marcos
abiertos de lectura para proteinas hipotéticas (rosado), integrasas (azul celeste), transposasas (purpura),
genes de resistencia (rojo) y operones (azul oscuro). Las lineas negras verticales indican secuencias
repetidas invertidas (IR) y el recuadro gris muestra la region diferente al Tn6162 reportada por Martinez y
Col. [190]. La grafica cuenta con una linea de escala de 10.000pb.

El Tn6162 fue identificado previamente en los 3(6,8%) aislamientos ST235 analizados
provenientes de Oceania, también moviliza un integrén clase 1 y al igual que en
nuestro estudio se encontraba insertado dentro de la isla gendémica GI1 [9], lo cual
también fue evidenciado en el resultado de gendomica comparativa con los
alineamientos del genoma de estos aislamientos en la region de Tn6162-like (figura
12); respecto a los 41(93,2%) aislamientos restantes, en la secuencia del transposoén
Tn6162-like fueron observados alineamientos con 36(81,8%) aislamientos ST235, sin
embargo se identificé la presencia de gaps que sugieren que estos podrian tener un

transposon con una estructura no idéntica, pero si similar al Tn6162 (figura 14).
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Figura 14: Estructura general del ambiente gendmico de los genes de resistencia aadB y sull de
24paell2. Alineamiento pareado del genoma de 24paell2 en la region de la isla gendmica GI1 con los
44 genomas reportados de P. aeruginosa ST235 ilustrado por BRIG 1, los colores en los anillos indican
el continente de origen y la intensidad del color muestra el porcentaje de identidad de las cepas. Los
anillos ubicados del interior al exterior corresponden a los siguientes aislamientos ST235: RNS_PA1
(AU), RNS_PA46 (AU), RNS_PAEO5 (AU), NCGM2_S1 (JP), NCGM 1984 (JP), AZPAE13850 (IN),
AZPAE14702 (PH), AZPAE14703 (PH), AZPAE14690 (RO), AZPAE14964 (RO), AZPAE14705 (GR),
AZPAE14706 (GR), AZPAE14708 (GR), AZPAE14887 (HR), AZPAE14912 (HR), AZPAE14968 (HR),
AZPAE15015 (DE), AZPAE14723 (IT), AZPAE14730 (IT), AZPAE14353 (FR), AZPAE15058 (FR),
PA_ST235 (ES), AZPAE15000 (ES), AZPAE14422 (US), AZPAE14710 (US), AZPAE14726 (US),
AZPAE1732 (US), AZPAE14842 (US), AZPAE14843 (US), AZPAE14874 (US), AZPAE14979 (US),
AZPAE15006 (US), AZPAE13880 (MX), AZPAE14689 (MX), AZPAE13879 (AR), AZPAE14830 (AR),
AZPAE14902 (AR), AZPAE14949 (AR), AZPAE15063 (BR), AZPAE14719 (CO), AZPAE14719 (CO),
AZPAE14720 (CO), AZPAE14721 (CO), AZPAE15003 (CO), 9PS50 (CO) y 24paell? (CO).

6.1.4 Tn402-like

Se identificaron dos transposones Tn402-like, ubicados en regiones distintas del
cromosoma de 24paell2, Tn402-like-1 fue localizado en la posicion 5'105,343pb-
5'117.652pb, moviliza un integrén clase 1 de estructura clasica, que codifica en su
region 3’ conservada al gen sull y el gen casete aadAl (figura 15a). Este transposon
fue nombrado como “like”, puesto que adicional a la estructura clasica de Tn402
reportada (figura 16), tiene un operdn de resistencia a mercurio merEDAFT similar al
identificado en Tn21 corriente arriba del médulo Atni [191]. Asimismo, Tn402-like-1 se
encuentra integrado dentro del profago F10 (figura 15a). Sin embargo, aunque este
transposon no ha sido reportado previamente en los aislamientos ST235, se observa
gue en 43(95,6%) genomas ST235 existieron alineamientos (>99% de identidad) con
la secuencia de este transposoén, sin embargo, se evidencid la presencia de espacios
en blanco, por lo cual posiblemente la estructura del Tn402-like-1 en estos

aislamientos no es idéntica a la reportada en este estudio (figura 17a).
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Figura 15: Estructura de los transposones Tn402-like de P. aeruginosa 24paell12. (A) Estructura de
las plataformas de movilizacion de los genes aadAl, sull y (B) blaoxa2. Cada una de las flechas indican
los marcos abiertos de lectura para proteinas hipotéticas (rosado), integrasas (azul celeste),
transposasas (purpura), genes de resistencia (rojo) y operones (azul oscuro). Las lineas negras
verticales indican secuencias repetidas invertidas (IR) y el recuadro gris muestra la region diferente al
Tn402 de Tato y Col. [192]. La grafica cuenta con una linea de escala de 10.000pb.

t

intl tniR/C tniQ/orf6 tniB tniA

Figura 16: Estructura genética del transposén Tn402. Cada una de las flechas indican los marcos
abiertos de lectura para la integrasa (azul celeste) y el operon tni (azul oscuro) Modificada de Tato y Col.
[192].

El transposén Tn402-like-2 se identificé en la posicibn 5'815.970pb-5'830.824pb
integrado en PAGI-5. Aunque no moviliz6 un integron clase I, en su estructura
genética se evidencia el gen intll, el cual codifica una integrasa que posiblemente
integro el gen casete blagxa.» (figura 15b). Adicionalmente, este transposon se hombro
como “like” debido a la pérdida de uno de los repetidos invertidos de Tn402-like.
Estos resultados pueden sugerir que este transposon Tn402-like fue insertado dentro
del gen tnpR de ISPa40, pero luego por eventos de recombinaciones, inversiones y
translocaciones genéticas se perdid uno de los repetidos de Tn402 (figura 16).
Finalmente, teniendo en cuenta el alineamiento pareado con las secuencias ST235
estudiadas, fueron observados 43(97,7%) aislamientos ST235 que tuvieron

alineamientos parciales con el Tn402-like-2 (figura 17b).
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Figura 17: Estructura general del ambiente gendmico de los genes de resistencia aadAl, sully
blaoxa-» de 24paell2. Alineamiento pareado del genoma de 24paell2 en la regién de la isla gendmica
PAGI-5 con los 44 genomas reportados de P. aeruginosa ST235 ilustrado por BRIG 1, los colores en los
anillos indican el continente de origen y la intensidad del color muestra el porcentaje de identidad de las
cepas. Los anillos ubicados del interior al exterior corresponden a los siguientes aislamientos ST235:
RNS_PAL1 (AU), RNS_PA46 (AU), RNS_PAEQO5 (AU), NCGM2_S1 (JP), NCGM 1984 (JP), AZPAE13850
(IN), AZPAE14702 (PH), AZPAE14703 (PH), AZPAE14690 (RO), AZPAE14964 (RO), AZPAE14705
(GR), AZPAE14706 (GR), AZPAE14708 (GR), AZPAE14887 (HR), AZPAE14912 (HR), AZPAE14968
(HR), AZPAE15015 (DE), AZPAE14723 (IT), AZPAE14730 (IT), AZPAE14353 (FR), AZPAE15058 (FR),
PA_ST235 (ES), AZPAE15000 (ES), AZPAE14422 (US), AZPAE14710 (US), AZPAE14726 (US),
AZPAE1732 (US), AZPAE14842 (US), AZPAE14843 (US), AZPAE14874 (US), AZPAE14979 (US),
AZPAE15006 (US), AZPAE13880 (MX), AZPAE14689 (MX), AZPAE13879 (AR), AZPAE14830 (AR),
AZPAE14902 (AR), AZPAE14949 (AR), AZPAE15063 (BR), AZPAE14719 (CO), AZPAE14719 (CO),
AZPAE14720 (CO), AZPAE14721 (CO), AZPAE15003 (CO), 9PS50 (CO) y 24paell? (CO).

6.1.5 Tn4401b

Interesantemente, en el cromosoma de 24paell2 fueron identificadas dos copias
invertidas del transposon Tn4401b insertadas en la isla genémica Gl4, muy cerca uno
del otro, en las posiciones 2'742.750pb-2'752.755pb y 2'758.633ph-2'768.638pb,
separados por un fragmento de 5909pb (Figura 18). Este transposon es
exclusivamente el responsable de la movilizacién del blaxpc, a nivel mundial y su
estructura en las dos copias identificadas en 24paell2 son idénticas a la reportada
por Naas y Col. en el afio 2008 [7]. Es importante mencionar que esta doble
organizacion invertida de los transposones Tn4401b no ha sido reportada en
Pseudomonas aeruginosa, sin embargo, si ha sido reportada en un plasmido de

Klebsiella pneumoniae por Gootz y Col en 2009 [193].
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Figura 18: Estructura de los transposones Tn4401b de P. aeruginosa 24paell2. Estructura de las
plawaformas de movilizacién de los genes blakpc2. Cada una de las flechas indican las regiones
codificantes para proteinas hipotéticas (rosado), integrasas (azul celeste), transposasas (pUrpura), genes
de resistencia, (rojo) y operones (azul oscuro). Las lineas negras verticales indican secuencias repetidas
invertidas (IR). Cada grafica cuenta con una linea de escala de 10.000 pb.
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Figura 19: Estructura general del ambiente gendmico de las dos copias del gen de resistencia
blakpc.2 de 24paell2. Alineamiento pareado del genoma de 24paell2 en la regién de la isla gendmica
GI1 con los 44 genomas reportados de P. aeruginosa ST235 ilustrado por BRIG 1, los colores en los
anillos indican el continente de origen y la intensidad del color muestra el porcentaje de identidad de las
cepas. Los anillos ubicados del interior al exterior corresponden a los siguientes aislamientos ST235:
RNS_PA1 (AU), RNS_PA46 (AU), RNS_PAEQO5 (AU), NCGM2_S1 (JP), NCGM 1984 (JP), AZPAE13850
(IN), AZPAE14702 (PH), AZPAE14703 (PH), AZPAE14690 (RO), AZPAE14964 (RO), AZPAE14705
(GR), AZPAE14706 (GR), AZPAE14708 (GR), AZPAE14887 (HR), AZPAE14912 (HR), AZPAE14968
(HR), AZPAE15015 (DE), AZPAE14723 (IT), AZPAE14730 (IT), AZPAE14353 (FR), AZPAE15058 (FR),
PA_ST235 (ES), AZPAE15000 (ES), AZPAE14422 (US), AZPAE14710 (US), AZPAE14726 (US),
AZPAE1732 (US), AZPAE14842 (US), AZPAE14843 (US), AZPAE14874 (US), AZPAE14979 (US),
AZPAE15006 (US), AZPAE13880 (MX), AZPAE14689 (MX), AZPAE13879 (AR), AZPAE14830 (AR),
AZPAE14902 (AR), AZPAE14949 (AR), AZPAE15063 (BR), AZPAE14719 (CO), AZPAE14719 (CO),
AZPAE14720 (CO), AZPAE14721 (CO), AZPAE15003 (CO), 9PS50 (CO) y 24paell2 (CO).

Teniendo en cuenta los alineamientos de los genomas ST235 con la region
correspondiente a las dos copias de Tn4401b de 24paell2, se observd que ningun
aislamiento tuvo alineamiento con estas regiones, por lo cual se sugiere que este

evento no ha ocurrido en otros genomas ST235 estudiados (figura 19).
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Debido a la importancia de la resistencia fenotipica a los carbapenémicos DOR, IMP y
MEM, posiblemente atribuida a la doble codificacion de la carbapenemasa tipo KPC-
2; se profundizé en los posibles eventos genéticos que pudieron derivar en la doble
insercion de Tn4401b en el cromosoma de 24paell2. Un andlisis gendémico
comparativo de los alrededores de los sitios de insercion y la region entre las dos
copias del Tn4401b (5909pb) permitid identificar que la cepa de P. aeruginosa DK2
(ST386) también posee la region entre las dos copias del transposon identificada
como isla gendmica cuatro (Gl4), esta secuencia no fue evidenciada otras cepas de
P. aeruginosa como PAOL. Adicionalmente, en la Gl-4 de la cepa DK2 fueron
identificadas las diferentes secuencias de reconocimiento de 5pb para la transposasa
del Tn4401b en los genes acr3 (CTGCT) y acrB (GTCCA), genes que fueron
encontrados truncados en el aislamiento 24paell2 debido a la doble insercién del
Tn4401b. Finalmente, corriente arriba y abajo de cada transposén fue observada una
duplicacion de las secuencias de reconocimiento de 5pb, lo que sugiere un evento de

transposicion (figura 20).

El andlisis de estos resultados nos permite sugerir que fue necesario la ocurrencia de
varios eventos genéticos previos para lograr la inserciébn de las dos copias del
Tn4401b en la cepa 24paell2, primero la insercion de la Gl-4 (como DK2) en el

cromosoma de P. aeruginosa y luego la adquisicion de Tn4401b e insercion en Gl-4.

6.1.6 Otros elementos genéticos moviles de 24paell2

Como se puede observar en la figura 12, adicional a las plataformas de movilizacion
de genes de resistencia, en el genoma de 24paell2 fueron identificadas ocho
regiones de profagos y 6 islas gendmicas. Los profagos H70 y vB_Pae5 PM105
fueron identificados dos veces en el cromosoma, asimismo, los profagos D3, F10,
phiCTX y Pfl fueron observados una vez en el genoma (tabla 6). En cuanto a la
asociacion de profagos a genes de resistencia, en la region del profago F10 se
observo la insercion del transposon Tn402-like 1 previamente descrito. Este fue el
Unico profago asociado a los genes de resistencia identificados en 24paell2.
Teniendo en cuenta las 44 secuencias ST235 con alineamiento en estas regiones se
observa que los 44(100%) aislamientos ST235 tienen alineamientos con el profago
phiCTX identificado en 24paell2, adicionalmente 17(38,6%) tuvieron alineamiento
con H70 y 16(36,4%) con vB_Pae5 PM105, lo cual podria indicar que como phiCTX
existen profagos frecuentes en el clon ST235 en diferentes zonas geogréaficas
(figural2).
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Respecto a las islas gendmicas, fueron identificadas 6 regiones con las islas

gendmicas PAGI-1, PAGI-2, PAGI-4, PAGI-5, PAGI-6, Gl4 de la cepa DK2 y laisla de

patogenicidad GI1 de PACS171b. De igual manera, dos zonas correspondieron a

islas gendmicas predichas por lIslandViewer (tabla 6). Teniendo en cuenta la
asociacion de estas regiones con los genes de resistencia, se evidencié que en tres
islas genodmicas se insertaron transposones que movilizaron estos genes, tal fue el
caso de GI1 con la insercion del Tn6162-like, de Gl4 con las dos copias del Th4401b
y de PAGI-5 con el Tn402-like 2.

De acuerdo a lo anterior y con respecto a la comparacion de las regiones de estas
islas gendmicas de 24paell2 con los 44 genomas ST235, fueron encontrados
alineamientos en los 44(100,0%) aislamientos con la region de PAGI-2, 42(95,5%)
con PAGI-4, 39(88,6%) con PAGI-1, 36(47,7%) con Gl1, 20(45,4%) con PAGI-5,
14(31,8%) con PAGI-5, 12(27,3%) con PAGI-4, 11(24,4%) con Gl4, lo cual muestra
gue es muy frecuente la insercion de estos elementos genéticos en el genoma de P.

aeruginosa ST235 (figura 12).
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7 Discusioén

Pseudomonas aeruginosa es un patdégeno oportunista causante de infecciones en
pacientes en UCI, en este estudio fue el tercer microorganismo mas frecuente, esta
frecuencia ha sido observada en los dltimos afios en Colombia, siendo por tanto una
especie es de importancia clinica en el pais [138]. De los 58 aislamientos analizados
el 60,3% de los aislamientos fueron resistentes a uno o mas antibiéticos, reduciendo
por tanto las opciones terapéuticas para el tratamiento de las diferentes infecciones.
Respecto a la resistencia a los carbapenémicos, antibiéticos de ultima linea para
combatir este patdgeno, el 46,5% de los aislamientos fueron resistentes a por lo
menos un carbapenémico, dato preocupante puesto que dificulta ain mas el
tratamiento [194]. La resistencia a estos antibiéticos fue mayor a la descrita en otros
estudios realizados en diferentes paises como Brasil (43,9%), Estados Unidos
(28,4%), ltalia (23,0%), Espafia (22,7%), Portugal (19,8%), Francia (16,4%), China
(16,3%), Alemania (15,0%) y Reino Unido (2,4%) [195-198]. Asi mismo, la resistencia
a carbapenémicos fue menor a la reportada en Eslovaquia (51,9%), Rumania (66,3%)
e Iran (96%) [195, 199, 200]. Estos aislamientos tienen un alto impacto clinico, ya que
no permite el uso de antibidticos B-lactdmicos y limita considerablemente el
tratamiento de las infecciones. En este sentido, es muy importante el comportamiento
de la resistencia a otras familias de antibidticos (multirresistencia) para disponer de
otras alternativas. Afortunadamente, en la poblacion analizada se encontré un bajo
porcentaje de multirresistencia (15,5%) donde la resistencia a amikacina fue de
(12,1%) sin embargo, este dato es mayor al reportado en Estados Unidos (13,0%),
Arabia Saudita (10,7%) y China (4,2%) [197, 201, 202].

La estructura poblacional de Pseudomonas aeruginosa es principalmente policlonal,
incluso en aislamientos sensibles, resistentes y multirresistentes, con apariciones
esporadicas de clones exitosos con alta capacidad de diseminacién, los cuales sin
embargo no llegan a ser los mas frecuentes en la poblacion bacteriana, esto sugiere
gue posiblemente deben existir otras caracteristicas genéticas involucradas en la
supervivencia y persistencia de este microorganismo [3, 38, 203-207]. En el caso de
la resistencia a carbapenémicos, se ha documentado como ha sido su evolucién,
principalmente en la adquisicibn de genes que codifican carbapenemasas. En este
estudio se determind que el 17,2% de los aislamientos resistentes a carbapenémicos
codificaron carbapenemasas de tipo VIM o KPC y el 29,3% codificé otros

mecanismos de resistencia no evaluados como sobreexpresion de bombas de eflujo,
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disminucion de la permeabilidad celular o la expresién de otras carbapenemasas no
evaluadas. Los aislamientos que codificaron VIM fueron asociados a varios linajes
genéticos (ST111, ST244 y ST1978) que no hacen parte de un complejo clonal y se
determiné que la plataforma de movilizacién para blayy posiblemente fue un integrén
de clase 1; por su parte los aislamientos que codificaron KPC fueron asociados a un
solo clon, el ST235. Esta asociacién es similar a la identificada previamente en
Colombia, puesto que el 86% de los aislamientos que codifican VIM-2 son asociados
al ST111 y el 100% que codifican KPC-2 al ST235 [8].

El clon de P. aeruginosa ST111 fue identificado por primera vez en Italia por Edalucci
y col. asociado a blayy y desde entonces esta asociacion se ha evidenciado en
diferentes paises como Reino Unido y Croacia; en Colombia Villegas y col. lo han
reportado desde el afio 2012, en donde ademds de codificar VIM, ha sido identificado
con KPC [208, 209]. Por otra parte, Liakopoulos y col. identificaron previamente en
Grecia la asociacion de P. aeruginosa ST244 a blayy., y desde entonces se ha
reportado en Tanzania, China y Japon; sin embargo, gracias a este estudio es la
primera vez que se reporta en América [120, 124, 210]. Finalmente, el ST1978 no ha
sido reportado en Colombia y tampoco en estudios internacionales. Lo que sugiere
gue en Colombia estan circulando tipos de secuencia o linajes que codifican la

carbapenemasa VIM diferentes a los habitualmente reportados en los ultimos afios.

A diferencia de otros clones como el ST111, ST175 y el ST277, el clon de P.
aeruginosa ST235 es el mas diseminado a nivel internacional, ha sido asociado a
carbapenemasas tipo VIM-2 en Rusia, Bielorrusia, Kazajistan, Croacia, Japon, China
y Corea, variantes de IMP en Corea del Sur y Vietnam; y con respecto a la asociacion
con KPC-2 se ha presentado como un fenébmeno exclusivo, la deteccion y circulacion
de aislamientos en Colombia [8, 211, 212]. Los resultados del analisis filogenético del
genoma “core” de los aislamientos del clon ST235 provenientes de América, Europa,
Asia y Oceania muestran una variabilidad genética entre los genomas probablemente
por mutaciones o deleciones en las secuencias conservadas y aunque existe un
conocimiento limitado sobre estos cambios moleculares tanto en el clon ST235 como
en otros clones de P. aeruginosa, en un estudio del clon de P. aeruginosa DK2 existe
evidencia de las mutaciones y deleciones en las secuencias de aislamientos en un
mismo clon a medida del tiempo, en el que secuenciaron 55 aislamientos
recuperados entre 1972 y 2008 reveld en las secuencias 7,326 SNPs Unicos
obtenidos por 7.368 eventos mutacionales, los cuales tuvieron una correlacion lineal
entre el numero de SNPs y el tiempo de muestreo, identificando ademas loci que

fueron mutando independientemente en linajes paralelos [213].
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Los resultados de la relacibn del genoma accesorio en los aislamientos ST235
también sugieren variabilidad genética dada probablemente por la adquisicion
diferencial de elementos genéticos moviles como profagos, islas gendmicas,
transposones o pldsmidos. Esta es probablemente una de las razones de la
diversidad del resistoma de P. aeruginosa ST235 identificada en este estudio, puesto
gue en este clon aproximadamente se han reportado 100 estructuras genéticas con
genes de resistencia, incluyendo 39 diferentes (-lactamasas (BLEE vy
carbapenemasas) como GES-24, IMP-6, IMP-10 y KPC, siendo esta Ultima
carbapenemasa identificada exclusivamente en los aislamientos colombianos ST235
[36, 104, 214, 215]

En este estudio se identificaron dos copias de blaxpc, €n el cromosoma de 24paell2
movilizadas por el transposén Tn4401b, evento nunca antes descrito en P.
aeruginosa y consecuencia probablemente de una transferencia horizontal de este
gen, puesto que KPC no es una carbapenemasa intrinseca de la especie y resultados
publicados previamente en Colombia reportan que el clon de P. aeruginosa ST235
circulaba sin KPC por lo menos desde el 2007 (aislamiento 9PS50) [178]. Las
secuencias adyacentes al Tn4401b en 24paell2 son completamente diferentes a las
descritas en P. aeruginosa por Naas y col en Colombia en los plasmidos pCOL-1 y
pPA-2, lo cual podria indicar que la insercion de este transposon en el cromosoma de
24paell2 no fue producida por la integracién de alguno de estos plasmidos [216].
Esta transposicion de Tn4401b en el cromosoma también ha sido reportado en
Klebsiella pneumoniae, en donde se ha descrito una copia de Tn4401b en
cromosoma y otra en el plasmido pBK15692, lo cual brinda evidencia en otras
especies de la capacidad de transposicién plasmido-cromosoma de Tn4401b y podria
explicar la transposicion de Tn4401b en el cromosoma de P. aeruginosa 24paell2
[217, 218]. Esta movilizacion podria ser facilitada por los sitios de reconocimiento de
5pb (CTGCT y GTCCA) de la transposasa de Tn4401b, los cuales fueron diferentes
tanto en 24paell2 como en otros estudios en donde la frecuencia de los eventos de
transposicion de Tn4401b fue de 4.4 x 107% célula receptora [7, 219, 220].

La insercion de dos copias del Tn440l1b en el cromosoma de 24paell2
probablemente confiere mayor estabilidad para la transferencia vertical y un aumento
de la concentracién inhibitoria minima, puesto que existe una mayor produccion de la
carbapenemasa KPC-2 y probablemente mayor hidrélisis del carbapenémico. Este
comportamiento no es un evento frecuente, sin embargo, ha sido descrito por Gootz y

col. en un plasmido de la cepa de Klebsiella pneumoniae S9 con dos copias de



63 Discusion

Tn4401b, insertados de forma invertida con una region de separacion interna entre
cada transposon, al igual que lo reportado en este estudio, pero con diferente tamafo
y secuencia (figura 21) [193]. Interesantemente, la doble insercién del Tn4401b en
esta cepa de Klebsiella pneumoniae produjo valores de la MIC >64 para los
carbapenémicos [193]. A pesar de que la razon de esta organizacion es desconocida,
teniendo en cuenta los estudios previamente mencionados de otros autores, se
podria sugerir que este transposén fue insertado probablemente gracias a la
conjugacion previa de un plasmido que movilizaba el Tn4401b y posteriormente se
realizo el proceso de transposicion de dos copias del transposén en el cromosoma.

K. pneumoniae plasmid from S9

KPC-2 KPC-2 Group Il intron
Group |l imtron Alcahol TEVErSE
IstB MALUrASE oponmgenase IstB transcriptase
TnpR TnpA Isl{ Tnp TnpA| |istA TnpA Tnp
oy | M | G b%@l%il} R T
] A
esterase

Tn4401 15110 Tn4401
10880 bp 10860 bp

Figura 21: Mapa lineal del plasmido de 70,6kb aislado de K. pneumoniae S9. Se ilustra la
insercién doble invertida del transposénTn4401b (10.860pb) (barra a rayas) adyacente a los
genes del intron del grupo Il. Tomado de Gootz y Col. [193].

Con respecto a la region en donde ocurrié la doble insercion de los transposones
Tn4401b en P. aeruginosa 24paell2, es la primera vez que se describe en Gl4 —isla
gendmica que confiere resistencia al cobre descrita por primera vez en P. aeruginosa
DK2—, la cual segun el analisis de gen6mica comparativa no parece ser muy comuan
en los genomas de P. aeruginosa ST235 estudiados. La insercién en Gl4 no afecta
los genes esenciales para la bacteria y cuenta con los sitios de reconocimiento para
la transposasa de Tn4401b, por tanto, posiblemente la adquisicibn de esta isla
gendmica fue un paso importante para la doble insercién de los transposones en el
cromosoma de 24paell2; este evento de transposicion en islas gendmicas también
fue observado con los transposones Tn6162-like y Tn402-like, los cuales se
insertaron en GI1 y en PAGI-5, respectivamente. Lo cual permite inferir que
posiblemente las islas gendmicas, adicional al aporte en la evolucién del genoma en
P. aeruginosa, podrian ser puntos calientes que favorecen la insercion en el
cromosoma de transposones que movilizan genes de resistencia. Aunque en P.
aeruginosa los eventos de insercion en las islas genémicas Gl4 y PAGI-5 no han sido
descritas previamente, Chowdhury y col. han descrito en aislamientos ST235, ST253,
ST111y ST175 la insercién de los transposones Tn6060, Th6162 y Th6163 en GI1 [9,

221, 222]. Por tanto, el estudio de la adquisicion de ADN foraneo como islas
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gendmicas en el cromosoma de P. aeruginosa podria ser importante para
comprender la adquisicion de genes de resistencia y la evolucion del genoma en esta

especie.
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8 Conclusiones y recomendaciones

Los aislamientos de Pseudomonas aeruginosa en la poblacién de estudio presentaron
un comportamiento policlonal, sin embargo, en aquellos productores de
carbapenemasas se observd asociacion tanto a los clones previamente reportados
(ST111 y ST235), como tipos de secuencia no identificados en el pais (ST244 y
ST1978).

Aunque la frecuencia del clon ST235 no fue predominante en la poblacién de estudio,
sus aislamientos fueron multirresistentes y codificaron carbapenemasas tipo KPC, por
tanto, es de importancia clinica y epidemiolégica el disefio de estrategias de

prevencion para la diseminacion del clon ST235 en las instituciones de salud.

El clon de Pseudomonas aeruginosa ST235 tiene una variabilidad genética
probablemente debido a su extraordinaria capacidad de adquisicién de ADN foraneo,
como las islas genomicas GI1 y Gl4, las cuales le permiten integrar genes de
resistencia como aadB y blakpc,. Esta capacidad de integracion de ADN foraneo
brinda ventajas adaptativas a este clon y podria explicar su éxito genético y su alto

potencial de riesgo epidemiolégico.

Las islas genomicas de Pseudomonas aeruginosa podrian ser “hot spots” para la
insercion de transposones en el cromosoma, lo cual favorece la insercion de genes
de resistencia (como blakpc.2), jugando un papel muy importante en la constante
evolucion del clon de Pseudomonas aeruginosa ST235, permitiéndole mayor

adaptabilidad a ambientes hostiles.

Finalmente, se recomienda determinar la relacién genética del genoma “core” y
accesorio de aislamientos de Pseudomonas aeruginosa de diferentes tipos de
secuencia y comparar su variabilidad genética. Confirmar experimentalmente la
presencia de las dos copias del transposon Tn4401b en el aislamiento estudiado y
otros aislamientos de Pseudomonas aeruginosa, adicionalmente, evaluar el impacto
fenotipico (aumento de la MIC a carbapenémicos) de esta doble insercién. Ademas
de evaluar la variabilidad genética de las islas gendmicas en Pseudomonas

aeruginosa.
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9 Anexos

Anexo A: Caracteristicas generales de las secuencias
de P. aeruginosa ST235

Tabla anexo B: Caracteristicas generales de los 44 genomas de P. aeruginosa

ST235
Nombre Afio Z?:gset:]e Lo?pgbi';ud cﬁatti]gs N50 Cob.* Tecnologia ;ﬁg&%& (;Ia NUmero de acceso
AZPAE15015 11 Alemania 6.804.229 140 155 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTOF01000113
AZPAE13879 10 Argentina 6.948.193 155 135850 10x lllumina HiSeq Borrador NZ_JTZD00000000
AZPAE14830 05 Argentina 6.816.534 181 136.303 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTVEO0000000
AZPAE14902 08 Argentina 6.886.932 144 153.182 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTSN01000098
AZPAR14949 09 Argentina 6.899.528 117 211.226 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTQS01000077
RNS_PA1 06 Australia 7.038.875 146 111.819 38.0x lllumina MiSeq Borrador NZ_LSZv00000000
RNS_PA46 07 Australia 7.125.096 172 103.069 35.0x lllumina MiSeq Borrador NZ_LSZU00000000
RNS_PAEO5 07 Australia 7.042.944 178 92.826 35.0x  lllumina MiSeq Borrador NZ_LSZT00000000
AZPAE15063 12 Brasil 6.768.150 143 168.194 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTMJ01000113
9PS50 07 Colombia 7'038.455 161 115.401 - lllumina MiSeq Borrador -

AZPAE14721 12 Colombia 6.867.543 183 154.353 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTWL00000000
AZPAE14719 12 Colombia 6.855.346 202 92.164 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTWNO00000000
AZPAE14720 12 Colombia 6.813.733 254 82.805 10x lllumina MiSeq Borrador NZ—JTW’\C;'()OOOOOO
AZPAE15003 11 Colombia 6.813.733 148 129.991 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTOR00000000
AZPAE14912 08 Croacia 6.835.920 111 211.578 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTSD00000000
AZPAE14887 07 Croacia 6.903.570 141 163.698 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTTB00000000
AZPAE14968 09 Croacia 6.897.223 160 159.705 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTQAO00000000
AZPAE15000 10 Espafia 6.858.205 132 141.108 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTOU00000000
PA_ST235 07/8 Espafia 6.929.551 123 191.815 27.0x 454 Borrador NZ_JNHD01000000
AZPAE14732 12 Iis;?:jdooss 6.793.558 217 85.998 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTWAO01000196
AZPAE14710 12 EUsr:ijdooSs 6.748.304 162 105.044 10x lllumina MiSeq Borrador NZ—JTW\QIONOOM
AZPAE14874 07 EUsr:ijdooSs 6.850.351 200 103.015 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTTO01000170
AZPAE14726 12 EUsr:ijdooSs 6.885.273 178 97.759 10x lllumina HiSeq Borrador NZ—JTWEOJ'OOOlG
AZPAE14979 10 Iis;%jooss 6.751.299 142 163.767 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTPP01000125
AZPAE15006 11 Ifjs;?giooss 6.832.413 143 165.382 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTO001000109
AZPAE14422 09 Ifjs;?giooss 6.732.223 101 195.586 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTYK01000090
AZPAE14842 06 Ifjs;?giooss 6.889.407 98 206.542 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTUS01000080
AZPAE14843 06 %S;?;OOSS 6.737.478 193 204440 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTUR01000125
AZPAE14702 12 Filipinas 7.131.510 174 148.034 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTXD01000160
AZPAE14703 12 Filipinas 6.892.377 285 81.268 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTXC01000201
AZPAE14353 10 Francia 6.835.254 157 158.249 10x lllumina HiSeq Borrador NZ_JTZA00000000
AZPAE15058 12 Francia 6.567.883 127 125.362 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTM0O01000103
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AZPAE14705 12 Grecia 6.888.268 274 89.166 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTXA01000240
AZPAE14706 10 Grecia 6.921.381 175 121.894 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTWZ01000147
AZPAE14708 12 Grecia 6.707.536 221 108.737 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTWX01000187
AZPAE13850 10 India 5.501.656 460 27.926 10x lllumina HiSeq Borrador NZ_JTZN00000000
AZPAE14730 12 ltalia 6.865.760 231 99.176 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTwC00000000
AZPAE14723 12 Italia 6.639.036 195 99.614 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTWJ00000000
NCGM 1984 12 Japon 6.850.954 1 - - PacBio RSII Terminado NZ_AP014646
NCGM2.S1 02 Japén 6.764.661 1 - 28,9x 454 Terminado NC_017549

AZPAE13880 10 México 6.855.952 148 125.192 10x lllumina HiSeq Borrador NZ_JTZC01000112
AZPAE14689 12 México 7.252.889 254 72.849 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTXP01000216
AZPAE14694 12 Rumania 6.964.286 315 84.939 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTXK01000267
AZPAE14690 12 Rumania 6.730.564 142 165.199 10x lllumina MiSeq Borrador NZ_JTX001000105

*Cob: Cobertura del genoma
**Hasta 22 de julio de 2016
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Anexo
determinantes de resistencia de los aislamientos de
Pseudomonas aeruginosa

B

Concentracion

inhibitoria

minima vy

Dilucién en agar CLSI 2016

Dilucién en caldo -

Cod. Perfil de resistencia Determinantes de resistencia
LGMB método automatizado identificados
PTZ CAZ MER GEN AK cIp IMP DOR coL
24pae07 16 4 16 2 1 0,25 - 1 - MER N/A
24pae34 16 4 16 2 1 0,25 - >2 - MER N/A
24pae36 4 1 0,5 2 2 0,25 - 1 - N/A N/A
24paeld5 >128 >16 0,25 2 1 2 - 2 - CAZ, PTZ blasHV
24pae4d?7 4 2 16 2 32 0,125 2 0,5 <=0,5 MER, AK N/A
24pae52 4 2 0,25 2 2 0,125 >=16 0,25 <=0,5 IMP N/A
24pae58 4 1 2 2 2 0,125 2 2 <=0,5 N/A N/A
24pae60 4 2 8 2 2 0,125 2 2 <=0,5 MER, blaSHV,
24pae65 >128 >16 >32 >64 64 >16 >=16 >=8 <=0.5 AMIERC'II;VIP' DOR, CAZ, PTZ GEN, blaKPC-2, sull
24paell2 >128 >16 >32 >64 64 >16 >=16 >=8 <=0,5 D\nKE’RéI:VIP' DOR, CAZ, PTZ GEN, blaTEM, blaCTXM, blaKPC-2, sull
24paell6 8 2 4 2 2 0,125 2 2 <=0,5 N/A blaTEM,
24pael36 16 4 32 2 2 0,125  >=16 >=8  <=0,5 MER, IMP, DOR blaSHV, blaTEM, blaVIM,
24paeld5 128 4 1 2 2 0,125 1 0,5 <=0,5 PTZ N/A
24paeld6 8 4 1 32 2 0,125 2 0,5 <=0,5 GEN N/A
24pael50 4 4 >32 2 1 0,25 >=16 >=8  <=0,5 MER, IMP, DOR N/A
24pael53 >128 >16 >32 >64 2 >16 >=16 >=8 <=0,5 :\:l::k' IMP, DOR, CAZ, PTZ GEN, blaKPC-2, sull
24pael6d 4 4 4 2 2 0,25 2 0,5 <=0,5 N/A blaSHV, blaTEM, blaCTXM,
24pael67 4 2 0,25 2 2 0,125 - 2 - N/A blaSHV, blaTEM,
24pael77 4 2 2 2 1 0,125 - <=0,5 - N/A blaSHV, blaTEM,
24pael86 >128 >16 2 2 2 0,125 - - - CAZ, PTZ N/A
24pael88 128 >32 >64 0,5 16 >16 - >2 - MER, CAZ, PTZ CIP ZT;;E%; ,::’:,ZXM'HGWM'
24pae200 128 >16 16 >64 64 4 - 1 - MER, CAZ, PTZ GEN, AK, CIP blaVIM,sull
24pae204 128 >16 16 >64 64 16 - 1 - MER, CAZ, PTZ GEN, AK, CIP blaVIM,sull
24pae208 4 0,25 0,25 1 1 0,125 - <=0,5 - N/A N/A
24pae211 4 1 4 2 2 0,125 - <=0,5 - N/A N/A
24pae221 4 1 16 2 2 0,125 - 2 - MER, N/A
24pae241 8 2 2 2 2 0,125 2 0,5 <=0,5 N/A N/A
24pae250 >128 >16 >32 >64 2 >16 >=16 >=8 <=0,5 m:k' IMP, DOR, CAZ, PTZ GEN, blaKPC-2,sul1
24pae263 4 2 2 2 2 0,125 - <=0,5 - N/A N/A
24pae271 4 2 32 2 64 0,25 - >2 - MER, AK N/A
24pae280 128 >16 >32 8 2 >16 - - - MER, CAZ, PTZ CIP blaTEM,blaVIM, sull
24pae286 8 2 1 2 2 0,125 1 0,25 <=0,5 N/A N/A
24pae290 4 4 32 2 1 1 2 4 <=0,5 MER N/A
24pae304 4 4 1 2 2 0,125 1 0,5 <=0,5 N/A N/A
24pae310 4 4 >32 2 2 0,25 <=0,25 4 <=0,5 MER N/A
24pae321 4 2 2 4 2 4 - <=0,5 - CIP N/A
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24pae336 2 1 0,5 0,5 1 0,03 0,25 <=0,5 N/A N/A
24pae343 2 1 1 0,5 2 0,125 2 <=0,5 N/A N/A
24pae344 2 1 1 0,5 2 0,125 1 <=0,5 N/A N/A
24pae371 2 1 1 0,5 2 0,06 0,5 1 N/A N/A
24pae373 2 1 1 0,5 2 0,125 <=0,5 - N/A N/A
24pae376 4 1 >64 1 2 0,125 2 - MER aac(6')-1b
24pae383 128 1 1 >64 16 >16 1 - PTZ GEN, CIP aac(6')-1b
24pae384 4 1 0,5 1 2 2 <=0,5 - N/A N/A
24pae385 4 4 >64 1 16 >16 <=0,5 - MER, CIP N/A
24paed00 2 4 0,5 2 2 2 <=0,5 - N/A N/A
24pma403 16 32 >64 1 2 0,25 - - MER, CAZ N/A
24paed08 4 4 >64 1 2 0,25 0,5 1 MER N/A
24pae4d10 4 0,5 32 2 4 0,06 4 1 MER N/A
24pae4dl7 4 0,5 0,5 1 2 0,5 2 N/A N/A
24pae4d28 4 0,5 0,5 2 4 0,06 <=0,5 - N/A N/A
24pae4d35s 4 0,5 0,5 2 2 0,5 <=0,5 - N/A N/A
24pae4d50 4 0,5 >64 2 2 0,125 >2 - MER N/A
24pae451 2 0,25 0,5 1 1 0,06 <=0,5 - N/A N/A
24paed64 >128 0,5 >64 >64 >128 >16 >2 - MER, PTZ GEN, AK, CIP blaVIM,sull
24pae4d82 2 0,5 1 1 1 0,03 <=0,5 - N/A N/A
24pae4d98 >256 >16 >32 >64 4 8 >2 - MER, CAZ, PTZ GEN, CIP aac(6')-1b, sull
24pae511 4 0,25 0,5 >64 0,5 0,03 <=0,5 - GEN blaSHV

*Los recuadros rojos indican resistencia al antibiético segun el CLSI 2016
- Antibiético no evaluado
N/A: No aplica
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Anexo C: Identificacion de la region variable de los
integrones clase 1 en los aislamientos de P.
aeruginosa

Caédigo del . Tamafio Gen de Tamafio Tamafo

aislamiento aci:slluadn?idegteo aproximado resistencia aproximado aproximado

en el LGMB de rv® (kb) evaluado de rv® (kb) de rv°® (kb)
24pae65 Pereira 1,2 blakpc-2 NA NA
24paell2 Pereira 1,2 blakpc-2 NA NA
24pael53 Pereira 1,2 blakpc.2 NA NA
24pael88 Bogota 2,9 blaym 1,2 1,6
24pae200 Monteria 3 blaym 0,6 2,4
24pae204 Monteria 3 blaym 0,6 2,4
24pae250 Pereira 1,2 blakpc.o NA NA
24pae280 Bogota 2,9 blaym 1,2 1,6
24pae376 Pereira 1,7 aac(6’)-lb 15 NA
24pae383 Pereira 15 aac(6’)-lb 1,4 NA
24paed64 Bogota NA blaym 0,6 NA
24pae498 Cartagena 1,7 aac(6’)-1b 1,2 2,8

 Regi6n variable desde intl1 hasta gacEAT.
b Regién variable desde intll hasta el gen de resistencia.
b Region variable desde el gen de resistencia hasta gacEAT.

NA: No se observé amplificacion.
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Anexo D: Circularizacion del genoma de Pseudomonas
aeruginosa 24paell?2

Identificacidn de extremos repetidos en el cromosoma

N

Numero de lecturas con calidad de mapeo (MAPQ) = 60.
| Extremos repetidos | Integridad de los marcos abiertos de lectura.

Eliminar una
secuencia repetida

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

24paell?2 =p Cromosoma circular 24paell2

7'097.241pb

7'111.564pb

Figura anexo D: Circularizacién del genoma de P. aeruginosa 24paell2. (A) llustracién de
los extremos repetidos en el genoma de 24paell2. (B) Imagen de la secuencia a circularizar
debido a la presencia de extremos repetidos, tamafo total del genoma y los criterios de

seleccion para la eliminacién de uno de ellos. (C) Imagen y tamafio total del cromosoma
circularizado de 24paell2.
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Anexo E: Zona de “circularizacion” del genoma de
Pseudomonas aeruginosa 24paell?2

A

ssammsssmsEm .

EEmssmmEsE s

Figura anexo E: Zona de “circularizacién” del genoma de P. aeruginosa 24paell2. (A)
Se ilustra la visualizacién en Artemis Comparison Tool (ACT) del alineamiento pareado por
BLASTN en los extremos de la secuencia de 24paell2. El cuadrado amarillo representa la
zona repetida, los rectangulos azules son las regiones codificantes idénticas en los extremos,
los verdes son las regiones codificadas con diferencias de SNPs. La zona gris muestra la
region de ADN que fue removida posterior al procedimiento y la linea punteada es la zona de
corte seleccionada para la respectiva circularizacion con Circlator o (B) manual.
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Anexo F: Certificado de presentacion de resultados en

congreso internacional
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Anexo G: Certificado de presentaciéon de resultados

en congreso nacional.
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