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RESUMEN

El género Leclercia se encuentra ampliamente distribuido en el suelo, el agua y
forma parte de la microbiota en animales y humanos. Su identificacion bioguimica
es dificil debido a las similitudes con Escherichia coli. Actualmente son reconocidas
tres especies: L. adecarboxylata, L. pneumoniae y L. tamurae sp. L.adecarboxylata
es un patdgeno oportunista que ha adquirido mayor relevancia en la Ultima década
debido a la emergencia de cepas resistentes a los antibidticos, especificamente a
los carbapenémicos. El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar el resistoma,
el viruloma y el plasmidoma de cepas de L. adecarboxylata resistentes a
carbapenémicos, las cuales fueron aisladas durante un brote hospitalario ocurrido
en Guadalajara, Jalisco en 2019. Se estudiaron 28 cepas de L. adecarboxylata
obtenidas de cinco hospitales afectados por el brote en Jalisco: HP-CMNO, CMNO
Especialidades, CMNO HG-O, HGZ-21 y HGR-180. A las cepas se les confirmé el
perfil de susceptibilidad a carbapenémicos (por Kirby-Baler), el nivel de resistencia
a colistina, fosfomicina, imipenem y meropenem (mediante la CMI). Se evalud la
participacion de bombas de eflujo (ensayo de inhibicion), la capacidad de las cepas
para producir biopeliculas estaticas (método de cristal violeta). Los plasmidos de las
cepas se caracterizaron parcialmente in vitro (Kieser y PFGE+S1), se amplificaron
grupos de incompatibilidad (PBRT) y relaxasas MOB (PCR). Se determiné la
presencia de genes de resistencia, virulencia, de grupos de incompatibilidad Inc y
relaxasas de forma in silico en secuencias genémicas obtenidas previamente en
otros estudios. Finalmente se seleccionaron tres cepas y secuenciaron para realizar
la busqueda de sistemas toxina-antitoxina y determinar qué tipo de plasmido
albergaban. Como resultados, se confirmé que el 100% (28/28) de las cepas eran
resistentes a carbapenémicos, sensibles a colistina con una CMI <1 pg/mL, vy
resistentes a fosfomicina, con una CMI de 512 pg/mL. Las CMIs para meropenem
fueron de 32 pg/mL, mientras que para imipenem de 8,16 y 32 ug/mL. En el 100 %
(28/28) y en el 92.86% (26/28) de las cepas existe una participacién de bombas de
eflujo cuando se prueban junto a meropenem e imipenem, respectivamente. En los
genomas analizados (10/16) se encontraron genes relacionados con la resistencia
a aminoglucosidos [aac(3)-lla, aac(6')-Ib3, aadA2, aph(3')-lb, aph(3)-la, aph(6)-Id],
quinolonas [aac(6)-lb-cr, qnrB, qnrS], B-lactamicos (blatem-1s, blashv-12),
cloranfenicol (catB4, catA2), sulfonamidas (sull), inhibidores de la sintesis de folato
(dfrA12, dfrA19), colistina (mcr-9), carbapenémicos (blanom-1) y componentes de la
bomba de eflujo RND. Todas las cepas evaluadas (19) tienen la capacidad de
formar biopeliculas. EI 100% (28/28) de las cepas tienen plasmidos, con un
promedio de 6 a 7 plasmidos, de 7 a 380 kb. Los replicones encontrados in vitro en
el 100% de las cepas (12/12) fueron IncFIC, ColE y CoelETp, y las relaxasas
MOBF12, MOBP51, mientras que MOBH11 en el 91.66% (11/12). Los grupos IncHI2
e IncHI2A se encontraron en el estudio bioinformatico al igual que la relaxasa TrwC.
La caracterizacién de estas cepas de L. adecarboxylata sugiere que esta bacteria
posee mecanismos de virulencia, resistencia y de transferencia horizontal de genes,
qgue le brindan el potencial de convertirse un patégeno emergente, importante de
monitorear.

Palabras clave: Leclercia adecarboxylata, resistencia antimicrobiana, plasmidos,
virulencia, biopeliculas.
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1 INTRODUCCION

1.1 Generalidades del género Leclercia

Los primeros registros del género Leclercia se tienen gracias al médico francés
Henri Leclerc por su estudio bioquimico de enterobacterias pigmentadas en 1962,
dicho trabajo describe un bacilo gram-negativo aislado a partir de agua potable con
caracteristicas bioquimicas muy similares a las de Escherichia coli, por lo que se le

agrupo dentro de esta especie como “Escherichia adecarboxylata” (Leclerc, 1962).

También fue considerada por Ewing y Fife en 1972 como Enterobacter agglomerans
debido a la produccién de un pigmento amarillo en agar sangre de cordero y no
metabolizar lisina, ornitina o arginina (Ewing & Fife, 1972; Gavini et al., 1989). Por
otro lado, los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus
siglas en inglés) se refirieron a estas cepas como Grupo Entérico 41, hasta que
Tamura en 1986 hicieron una reclasificacion, gracias a la llegada de analisis
moleculares mediante la comparacion del ARNr 16S y técnicas de electroforesis de
acidos nucleicos en 86 cepas, por lo que se les asign6 un nuevo género llamado
“Leclercia”, con una especie: L. adecarboxylata (Tamura et al., 1986; Gonzélez-
Meléndez y Jaimes-Gonzales 2023).

Actualmente el género Leclercia cuenta con tres especies: L. adecarboxylata, L.
pneumoniae y L. tamurae sp. (Tamura et al., 1986; Honemann et al., 2022;
Maddock et al., 2022).

La primera, fue aislada en Alemania en el afio 2022 de un paciente pediatrico con
neumonia y sepsis; de acuerdo con los perfiles genotipicos, secuenciacion e
hibridacién in sillico de ADN-ADN en donde se determiné un promedio de identidad
menor al 95% lo que representa una nueva especie, denominada L. pneumoniae
con la cepa tipo 49125T (Ho6nemann et al., 2022). La segunda, fue descrita en el
mismo afno a partir de diversos analisis de la rizosfera de robles en Hatchlands Park,
Reino Unido. Los hallazgos de bacterias promotoras del crecimiento resaltaron al
género Leclercia, pero gracias a una clasificacibn exhaustiva mediante

secuenciacion de genomas completos, analisis filogenomicos, analisis de

11



secuenciacion multilocus de genes housekeeping (MLST), andlisis filogenéticos del
ARNr 16S y pruebas fenotipicas se logré la identificacion de un taxon nuevo: L.
tamurae, en la cual resaltan genes implicados en biorremediacion, produccion de
fitohormonas, solubilizacion de potasio y fosfato, adquisicion de nitrégeno y hierro,
asimilacion de azufre y fijacion de dioxido de carbono; caracteristicas que ayudan
directamente al crecimiento de las plantas aumentando la disponibilidad de
nutrientes (Tie et al., 2021; Maddock et al., 2022).

El género Leclercia se encuentra principalmente en el suelo y el agua, forma parte
de la microbiota en animales y humanos. Su identificacion por métodos
convencionales es dificil debido a caracteristicas bioquimicas similares al género
Escherichia. Dentro de las especies de Leclercia existen diferencias metabdlicas
que podrian ayudar a diferenciarlas (Tabla 1); sin embargo, la identificacion se
realiza de forma confiable por medio de sistemas automatizados con espectrometria
de masas (MALDI-TOF MS) o de un andlisis de secuenciacion de genomas
completos (Gonzélez-Arenas et al., 2011; Mayfield et al., 2019; Maddock et al.,
2022).

Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas clave para la diferenciacién de especies
de Leclercia.

Leclercia . :
Reaccion adecarboxylata Lecl_erua T LecIerma_
(n=4) pneumoniae 49125 tamurae (n =5)
Sorbitol - — +
Sacarosa va - -
Acidificacion de:

D-adonitol + ND -
Dulcitol Va ND +
Metil-a-D-glucopiranésido - ND \/b
D-trehalosa + + Va
D-rafinosa V2 ND -
D-lyxose Vb ND va
D-arabitol + - -
2-cetogluconato de potasio + ND -
5-cetogluconato de potasio - - \/b
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Palatinose Va - -
Malonato Vb + +
N-acetil-B-glucosaminidasa - - Va
Utilizacién de:
Sacarosa - - Ve
Estaquiosa Va -
D-salicina + ND Va
3-metilglucosa - ND Va
Acido D-aspartico + ND -
Pectina Va ND -
Acido citrico - ND va
Acido a-ceto-glutarico - ND -
Acido D-malico va ND Vb
Teluro de potasio - ND Vb
Tween 40 + ND V2
Acido o-hidroxi-butirico va ND va
Acido B-hidroxi-D,L-butirico - ND Vb
Acido formico + ND Vb
Resistente a:
D-serina - ND Va
Acido nalidixico Vb ND +
Troleandomicina - ND Va

+, reaccion positiva; —, reaccion negativa; V, variable dentro de la especie; 2, positivo para el tipo de
cepa; °, negativo para el tipo de cepa. Tabla tomada y modificada de Maddock et al., 2022

1.1.1 Leclercia adecarboxylata

Es un bacilo gram-negativo de phylum Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria,
orden Enterobacteriales, familia Enterobacteriaceae y género Leclercia. Se
encuentra presente en ambientes acuéticos, en superficies terrosas y constituye
parte de la microbiota de animales (principalmente de granja: cerdos, gallinas,
conejos) y humanos. Entre sus caracteristicas microbiolégicas L. adecarboxylata es
una bacteria de un tamafio aproximado a 1-3 pm, movil, aerobia facultativa, oxidasa
negativa, catalasa positiva, mesofila, con flagelos peritricos, no produce la enzima
beta glucuronidasa, ni descarboxilasa para el acido glutamico, la lisina, la ornitina o
la arginina; esta bacteria crece de manera 6ptima a 37°C, a un pH de 6 a 8 y sus

colonias son similares a las de E. coli o Pantoea agglomerans en agar MacConkey

13



(Adapa et al., 2019; Espinoza et al., 2022; Honemann et al., 2022; Gonzalez-

Meléndez y Jaimes-Gonzéles 2023).

L. adecarboxylata puede ser erroneamente identificada como E. coli debido a sus
propiedades bioquimicas similares. Es importante identificar a L. adecarboxylata en
muestras clinicas para asegurar un diagnostico y tratamiento oportuno, asi como
para obtener mas informacion epidemioldgica. Inicialmente esta bacteria fue
descrita como ambiental y no patégena; sin embargo, actualmente ha adquirido
importancia en el @mbito médico y se ha catalogado como un patégeno oportunista,
asociado principalmente a personas con inmunosupresion causando infecciones
monomicrobianas, asi como en personas inmunocompetentes con infecciones
mono Yy polimicrobianas (Keren et al., 2014; Mayfield et al., 2019; Zayet et al., 2021;
Maddock et al., 2022).

1.1.2 Importancia clinica de L. adecarboxylata

En el ambiente clinico, L. adecarboxylata se ha aislado principalmente en muestras
de heces, heridas y fluidos corporales como: sangre, orina, esputo, fluido peritoneal
0 pus. Si bien son muy diversos los sitios de aislamiento se ha observado que, en
personas con enfermedades subyacentes graves, se aisla principalmente de
catéteres, heridas abiertas, con la presencia de algun dispositivo médico mévil, o
con algun tipo de inmunosupresion causando infecciones monomicrobianas. En
cambio, en personas inmunocompetentes provoca infecciones tanto mono como
polimicrobianas, en estos pacientes puede llegar a causar bacteriemias, sepsis,
neumonia, infecciones del tracto urinario, infecciones de tejidos blandos,
endocarditis, peritonitis, infecciones gastrointestinales y celulitis (Adapa et al., 2019;
Spiegelhauer, et al., 2019; Courtois et al. 2020; Keyes et al., 2020; Malik et al., 2021;
Honemann et al., 2022; Legese et al., 2022).

La historia clinica de L. adecarboxylata se remonta a 1991 cuando fue documentado
primer caso clinico. Los casos fueron aumentando paulatinamente y para julio de
2020 se habian notificado aproximadamente 74 casos en revistas internacionales;

como mencionamos anteriormente los casos mas frecuentes se presentan en
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personas inmunocomprometidas, en donde los principales factores de riesgo estan
asociados al uso de catéter central, neoplasias malignas, procedimientos invasivos,
entre otros. En contraparte, en los pacientes inmunocompetentes las infecciones se
producen especialmente en tejidos blandos y en asociacion de heridas con un
entorno acuatico; y de manera excepcional se ha aislado en sangre (Davenport &
Land, 2007; Merza, et al., 2019; Malik et al., 2021).

L. adecarboxylata se describia cominmente como susceptible a los antibiéticos; sin
embargo, a partir del ailo 2012 han incrementado los reportes de cepas productoras
de pB-lactamasas de espectro extendido (BLEE) de importancia clinica y
epidemioldgica, principalmente en casos clinicos aislados, en Infecciones
Asociadas a la Atencion de la Salud (IAAS) y en brotes (Correa et al., 2012; Merza
et al., 2019; Garza-Gonzalez et al., 2021; Barrios-Villa et al., 2023).

1.2 Resistencia a los antibi6ticos

L. adecarboxylata es susceptible a multiples familias de antimicrobianos, entre ellos
las cefalosporinas, los carbapenémicos, los aminoglucosidos, las fluoroquinolonas,
y también a antibidticos como la colistina y la tigeciclina (Correa et al., 2012;
Espinoza et al., 2022). No obstante, también existen cepas resistentes a la penicilina
y a la fosfomicina. En la Ultima década se han reportado cepas multidrogoresistentes
(MDR), principalmente a B-lactdmicos, aminoglucosidos y sulfonamidas, siendo de
mayor interés las cepas productoras de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
y mas recientemente las cepas productoras de carbapenemasas, destacando las
de tipo NDM-1 (Shin et al., 2012; Alosaimi et al., 2020; Zayet et al., 2021; Espinoza
et al., 2022).

La primera cepa de L. adecarboxylata productora de BLEE reportada se aisl6 en
2003 por Mazzariol et al., esta cepa presentaba resistencia a ceftazidima,

cefotaxima, aztreonam y cefepime, portadora de la B-lactamasa SHV-12.

La incidencia de L. adecarboxylata MDR era baja, siendo que para el afio 2012 se
tenia registro de apenas 4 cepas MDR alrededor del mundo, las cuales albergaban

los genes blasHv-12, blatem-1 y blactx-m, y fue hasta el siguiente afio que se reporto la
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primera carbapenemasa VIM-1 que le otorgaba resistencia a meropenem.
Igualmente, en 2013 pero en Israel a partir de cultivos de vigilancia rectal se reporto
un aislado de L. adecarboxylata portadora del gen blakec2 localizado en
el transposén Tn4401, que le conferia un fenotipo de resistencia a ertapenem,
imipenem y meropenem; siendo esta cepa la primera del género Leclercia que
mostroé una resistencia a tres antibiéticos carbapenémicos (Mazzariol et al., 2003;
Shin et al., 2012; Papagiannitsis et al., 2013; Geffen et al., 2013).

La primera carbapenemasa de tipo NDM en L. adecarboxylata fue descrita en China
en 2015 en una cepa con un perfil de resistencia a penicilina, inhibidores de -
lactdmicos, cefalosporinas, carbapenémicos, monobactamicos, fluoroquinolonas y
aminoglucésidos, el aislado portaba el plasmido pP10164-NDM con los genes
blanom-1 ¥y blemsL (resistencia carbapenémicos y a bleomicina, respectivamente)
(Sun et al., 2015); en 2016 informaron que la cepa contaba con dos plasmidos mas,
que portaban genes de resistencia para antibiéticos B-lactamicos, macrdlidos,
quinolonas, aminoglucdsidos, tetraciclinas, anfenicoles, compuestos de amonio
cuaternario, sulfonamidas, trimetoprim y rifampicina y ademas, genes que le
otorgaban resistencia a siete metales pesados (mercurio, plata, cobre, niquel,
cromo, arsénico y telurio) (Sun et al., 2016). El segundo caso de L. adecarboxylata
productora de una carbapenemasa NDM-1 se documento en Espafia en 2017, este
aislado portaba los genes blanom-1y blaskv-12 en un pladsmido conjugativo (Riazzo et
al., 2017).

Una cepa mas se caracterizo en el afio 2019, conocida como Z96-1, la cual portaba
una carbapenemasa de tipo IMP-4, siete plasmidos y genes que le conferian
resistencia a multiples antibiéticos, entre ellos a carbapenémicos, cefalosporinas,
aminoglucésidos, fluoroquinolonas y fenicoles, con los genes blamp-4, aac(3)-Ib,
gnrS1, catB4 y mcr-4.3. El gen blavp-4 se encontraba en un plasmido IncN y el gen
mcr-4.3 en un plasmido de tipo ColE10; sin embargo, el aislado era sensible a la
colistina, por otra parte, albergaba un plasmido pZ96-1_6 similar a uno descrito en

K. pneumoniae pKPC45a y ademas el plasmido pZ96-1_2 codificaba la replicasa
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RepB y las toxinas de la familia RelE/ParE, y de la familia PemK/MazF (Sun et al.,
2019).

Para el afio 2020 ya se tenia conocimiento de multiples cepas MDR en diversos
paises. El hallazgo de Cheng en 2020 fue describir la primera cepa de L.
adecarboxylata con la presencia de una bomba de eflujo tipo resistance-nodulation-
division (RND); esta cepa fue aislada a partir de heces de un conejo de granja en
China, el aislado presentaba altos niveles de resistencia al florfenicol, cloranfenicol,
tetraciclina y linezolid, contando con genes que le confieren resistencia a distintas
familias de antimicrobianos [mdfA, floR, aac ( 6")-Ib-cr, arr-
3, dfrA27, aadAl6, gacEAL, sully floR], alojados en dos plasmidos: pLA64 y
pLA109; también se identificaron genes reguladores de los sistemas RND
(ramA, baeSR, ttgR y acrR), de los cuales solo dos (ramAybaeSR) eran
reguladores positivos a la transcripcion de las bombas de eflujo de tipo RND (Cheng
et al., 2020).

Las enterobacterias resistentes a los carbapenémicos (CRE) se han convertido en
una grave amenaza para la salud publica, causando infecciones graves para las
que las opciones terapéuticas son limitadas, con una tasa de mortalidad de hasta el
26-44% (Falagas et al., 2014). En un estudio en China sobre la vigilancia a nivel
nacional de CRE indic6 que los genes blakpc-2 y blanom eran responsables de la
resistencia fenotipica en el 90% a carbapenémicos, mientras que el gen blame se

encontré en solo el 3% de las cepas de CRE (Zhang et al., 2017).
1.3 Mecanismos de resistencia

En las bacterias gram-negativas, incluidas las de la familia Enterobacteriaceae, se
conocen diversos mecanismos de resistencia a los antibiéticos como: la produccién
de enzimas que hidrolizan los antibiéticos, la expresion de bombas de eflujo y la

modificacion de sitios diana (De Angelis et al., 2020).
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1.3.1 Mecanismos de resistencia a antibioticos betalactamicos

La resistencia a los antibidticos betalactamicos esta mediada por mdultiples
mecanismos, pero el mas estudiado es la produccion de enzimas llamadas -
lactamasas, las cuales hidrolizan el enlace amidico del anillo betalactamico
inhibiendo la accién del farmaco, que actia en la Ultima etapa de la sintesis del
peptidoglicano, teniendo como consecuencia la resistencia a antibioticos
betalactamicos como las penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos Yy
carbapenémicos (Wilson et al., 2018). Ambler, en 1980 establecid una clasificacién
con base en su estructura molecular de acuerdo con la secuencia de aminoacidos
de la enzima, creando los grupos A, B, C y D, donde las clases A, Cy D se agrupan
por tener un residuo de serina en su sitio activo, mientras que la clase B utiliza al
zinc como cofactor (Figura 1) (Ambler, 1980; Miller et al., 2019).

Las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) surgen debido a mutaciones en las
enzimas p-lactamasas que dan como resultado una inactivacion a las
aminopenicilinas, carboxipenicilinas, aztreonam, y cefalosporinas de primera,
segunda y tercera generacion, pero no inactivan a las cefamicinas ni a los

carbapenémicos (Castellanos et al., 2014; De Angelis et al., 2020).

(b)

(d)

Class C E.coli AmpC B-lactamase Class D OXA-1 p-lactamase
Figura 1. Estructura general de las B-lactamasas representativas de las clases A, B, Cy D. a)
B-lactamasas clase A: SHV-1 (reactivo sulfhidrilo variable-1), b) p-lactamasas clase B IMP-1
(resistentencia al imipenem), c) B-lactamasas clase C (ampC B-lactamasa). d) B-lactamasas clase D
OXA-1 (oxacilinasa-1). Los sitios activos de las serina-f3-lactamasas son de color amarillo, y los iones
metalo-f3-lactamasas de zinc se muestran como esferas grises. Tomado de De Angelis et al., 2020
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1.3.2 Mecanismos de resistencia a antibioticos carbapenémicos

El principal mecanismo de resistencia a los carbapenémicos es la produccion de
carbapenemasas ubicadas dentro de las clases A, B 'y D de Ambler. Las enzimas
de la clase Ay D (serin-p-lactamasas) poseen un grupo serina en su centro activo,
no hidrolizan aztreonam y son inhibidas en mayor medida por acido clavulanico y
acido fenilborénico (Morejon, 2012; De Angelis et al., 2020). Las de clase B (metalo-
B-lactamasas) dependen de la presencia de Zinc, hidrolizan a todos los antibiéticos
B-lactdmicos, exceptuando a aztreonam y son inhibidas por quelantes del zinc como
el &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) y el &cido dipicolinico (Cercenado, 2015;
De Angelis et al., 2020).

En la actualidad las enzimas serin-B-lactamasas con actividad carbapenemasas
mas importantes son: KPC, IMI, OXA y SME; siendo los genes blakpc-2 blaoxa-1 los
reportados en el género Leclercia (Geffen et al., 2013), mientras que las
carbapenemasas de tipo metalo-B-lactamasa mayormente estudiadas son: IMP,
VIM y NDM; con reportes en las Ultimas décadas de genes blanpwm-1, blaive-4 y blavimy
en cepas de L. adecarboxylata (Papagiannitsis et al., 2013; Garcia-Fulgueiras et
al.,2014; Sun et al., 2015; Riazzo et al., 2017; Sun et al., 2019; De Angelis et al.,
2020).

Las enterobacterias resistentes a los antibidticos carbapenémicos (CRE),
representan un peligro para la salud a nivel mundial. Estos microorganismos se
pueden volver resistentes a los carbapenémicos a través de tres mecanismos: la
produccion de enzimas, la presencia de bombas de eflujo y por mutaciones de las
porinas. En general, las CRE se dividen en dos subgrupos principales: CRE
productora de carbapenemasas (CP-CRE) y CRE no productora de
carbapenemasas (no CP-CRE) (Figura 2) (Suay-Garcia & Pérez-Garcia, 2019).
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Figura 2. Clasificacion de los diferentes
mecanismos de resistencia a los farmacos en
Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos
(CRE). Gris claro: Clase A de Ambler, Blanco: Clase B
de Ambler, Gris oscuro: Clase D de Ambler. CP:
Productora de carbapenemasa; KPC: Klebsiella
pneumoniae carbapenemasa; IMI: RB-lactamasa que
hidroliza imipenem; GES: R-lactamasas de espectro
extendido de Guiana; MBLs: Metalo-R-lactamasa; OXA:
oxacilinasa; NDM: metalo-R-lactamasa de Nueva Delhi;
VIM: Imipenemasa Verona; IMP: carbapenemasa
resistente al imipenem descrita en Pseudomonas ; SMP:
metalo-R-lactamasa de S8o Paulo; GIM: imipenemasa
alemana; SIM: Sell imipenemasa; AmpC: ampicilinasa
tipo C; BLEE: R-lactamasas de espectro extendido.
Tomada de Suay-Garcia, & Pérez-Gracia, 2019.

1.3.3 Resistencia a otros grupos de antibiéticos

La fosfomicina es un antibiético cuyo uso se ha vuelto a emplear para tratar
infecciones causadas por bacterias gram-negativas, aungue Su usO esta
recomendado principalmente en cepas de E. coli asiladas de infecciones de tracto
urinario (ITU) (CLSI, 2024). Los mecanismos de resistencia a la fosfomicina a nivel
cromosoémico incluyen la permeabilidad reducida del antibidtico debido a
mutaciones en los transportadores glicerol-3-fosfato (GIpT) y glucosa-6-fosfato
(UhpT) o por mutaciones en la enzima diana MurA. Los mecanismos de resistencia
transferibles son la produccion de metaloenzimas FosA, que inactivan a la
fosfomicina catalizando la apertura del anillo oxirano e impidiendo su funcion para
la inhibicion de la sintesis de la pared celular (Cattoir et al., 2018; Mattioni & Bitar,
2023).

La enzima FosA esta codificada por el gen fosA, que tiene ubicacion plasmidica y
cromosdmica, distribuidos ampliamente en los genomas de especies como:
Kluyvera georgiana, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae y Salmonella
entérica. En 2019 Poirel describe la cepa E. coli 376 que albergaba un gen fosA en
un plasmido y que no correspondia con ningun gen fosA conocido hasta ese

momento (fosAl a fosA7), por lo que fue identificado como fosA8, el cual
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presentaba una identidad del 98% con el gen fosA “A, codificado en el cromosoma
de L. adecarboxylata USDA-ARS-USMARC -60222 (Alrowais et al., 2015; Poirel et
al., 2019), concluyendo que a pesar de que L. adecarboxylata rara vez se identifica
como una fuente de infecciones humanas, existen especies que poseen
determinantes de resistencia a la fosfomicina a nivel cromosémico, y que podria

actuar como un reservorio de genes de resistencia (Poirel et al., 2019).
1.3.4 Bombas de eflujo

Otro importante elemento de resistencia lo constituyen las bombas de eflujo, las
cuales son complejos anclados a la membrana que participan en la expulsion de
antibioticos, detergentes, colorantes, toxinas y biocidas. También son componentes
clave en la resistencia antibiética de algunas enterobacterias, permitiéndoles una

mayor persistencia y supervivencia en entornos hostiles (Serra-Valdés, 2017).

Las bombas de eflujo funcionan utilizando la energia del gradiente electroquimico
de protones o ATP para expulsar diversos compuestos que le resulten téxicos a la

célula. Estos sistemas pueden ser clasificados en diferentes grupos, como:

- Bombas de eflujo de tipo RND: Formadas por tres componentes: proteina
transportadora (membrana interna), proteina de fusion de membrana y una
porina (membrana externa); utilizan el gradiente de protones como fuente de
energia, son responsables de la resistencia a una amplia gama de
antibioticos y son particularmente relevantes en bacterias gram-negativas
(Opazo et al., 2009).

- Bombas de eflujo de tipo MATE (multidrug and toxic compound extrusion):
Compuesta de una solo proteina, la cual posee 12 dominios transmembrana
que utiliza la fuerza proton-motriz o el gradiente de Na* como fuente de
energia (Pérez-Varela et al., 2019).

- Bombas de tipo MFS (Major Facilitator Superfamily): Son sistemas
compuestos por una sola proteina de membrana, presentes tanto en
eucariontes como en procariontes, transportando sustratos a través de la

membrana citoplasmatica, por tres mecanismos: simporte, antiporte y
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uniporte (Opazo et al., 2009).
- Bombas de tipo ABC (ATP-Binding Cassette): Utilizan ATP como fuente de

energia para el transporte de sustratos (Hillman, 2022).

Algunas cepas clinicas de L. adecarboxylata actualmente han mostrado resistencia
a multiples clases de antibidticos, o que se ha asociado principalmente a la
presencia de betalactamasas; sin embargo, la actividad de bombas de eflujo
también es de suma importancia. Hasta la fecha, las bombas de eflujo RND son las
mayormente encontradas en bacterias gram-negativas y tienen un papel importante
en la resistencia a antibiéticos (Alav et al., 2018). Un reporte en China informé de
una cepa de L. adecarboxylata con una bomba de eflujo tipo RND, que le otorgaba
resistencia al florfenicol, cloranfenicol, tetraciclina y linezolid, y que contaba con los
reguladores: ramA, baeSR, ttgR y acrR, de los cuales los primeros dos eran
reguladores positivos activando la transcripcion de las bombas de eflujo tipo RND
(Cheng et al., 2020).

Bombas de eflujo

Familia Super familia Familia
MFS ABC RND

e———— Lipopolisacarido
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Figura 3. Principales bombas de eflujo presentes en bacterias gram-negativas. Elaboracion
propia en BioRender.com

1.3.5 Plasmidos de resistencia
Los plasmidos son moléculas de DNA extracromosémicas autorreplicables que
facilitan la adaptacion de las bacterias a nuevas condiciones externas. Estos se

componen de diferentes modulos, aseguran la replicacion, estabilidad, transferencia

y cuentan con un médulo accesorio, en el que se albergan genes que pueden
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proporcionar funciones adicionales, como genes de virulencia, genes de resistencia,
genes que codifican para vias metabdlicas u otros rasgos, dependiendo de las
condiciones selectivas para el crecimiento bacteriano (Brovedan et al., 2020). Un
mecanismo mediante el cual las bacterias adquieren nuevos rasgos, como factores
de virulencia o resistencia, es a través de la transferencia horizontal de genes
(THG), que se lleva a cabo a través de tres procesos conocidos como
transformacién, transduccion y conjugacion. De estos, el mecanismo de
conjugacion es el principal empleado por las bacterias, en el cual participan
plasmidos conjugativos, asi como por elementos integrativos (Hernandez-Ramirez
et al., 2019).

En L. adecarboxylata, la presencia de plasmidos en fue reportada entre 2015y 2016
en China. Se describieron los plasmidos pP10164-NDM, que albergaba genes
blanom-1y blemst, asi como los plasmidos pP10164-2 y pP10164-3, que portaban
genes de resistencia para diversos antibiéticos, compuestos de amonio cuaternario,
y metales pesados. Este hallazgo representd el primer aislado con la coexistencia
de tres plasmidos de resistencia a multiples farmacos (Sun et al., 2016).

El segundo caso fue en 2017 en una cepa de L. adecarboxylata productora de una
carbapenemasa NDM-1 localizada en un plasmido conjugativo perteneciente al
subgrupo Inc-X3 en Espafia (Riazzo et al., 2017).

Otra cepa en la que se informaron plasmidos fue en la Z96-1 descrita en 2019, que
albergaba siete plasmidos, uno de tipo IncN que portaba a una carbapenemasa
IMP-4, un plasmido de tipo ColE10 con el gen mcr-4.3 (inactivo), un plasmido pZ96-
1 6 similar a uno descrito en K. pneumoniae pKPC45a y ademas el plasmido pZ96-
1 2 que codificaba la replicasa RepB y las toxinas de la familia RelE/ParE, y
PemK/MazF (Sun et al., 2019).

En 2020 ya se tenia conocimiento de multiples cepas portadoras de plasmidos de
resistencia y en China se describieron dos plasmidos: pLA64 y pLA109 en una cepa
de L. adecarboxylata aislada a partir de heces de un conejo de granja en China,
dichos plasmidos albergaban los genes mdfA, floR, aac-(6"-Ib-cr, arr-
3, dfrA27, aadA16, gacEAL, sully floR (Cheng et al., 2020).
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Por ultimo, Yescas-Zazueta en 2024 reportaron cepas mexicanas de L.
adecarboxylata que portaban de uno a siete plasmidos, con un rango de 7 a 125 kb
y que al menos el 80% de las cepas albergaban varios sistemas de adiccion

plasmidica, como ParDE, VagCD y CcdAB (Yescas-Zazueta et al., 2024).
1.4 Factores de virulencia

El conocimiento acerca de la via de transmision y patogenicidad de L.
adecarboxylata es limitado; sin embargo, se especula que el trauma de la piel y la
posterior exposicion al agua o la contaminacion de la microbiota bacteriana de la
piel facilitan su entrada y promueve el riesgo de infeccion (Gonzélez-Meléndez y

Jaimes-Gonzales 2023).

Se tienen suficientes reportes clinicos de L. adecarboxylata causante de infecciones
monomicrobianas en pacientes inmunodeprimidos y se especula que requiere de
otras bacterias coinfectantes para establecer biopeliculas y por lo tanto una
infeccion en sujetos inmunocompetentes. Sin embargo, se han descrito algunos
casos de infeccion monomicrobiana en pacientes sin afecciones subyacentes
(Spiegelhauer, et al., 2019).

Muresu en 2010 en Argelia, realizaron entre otros experimentos analisis citoldgicos
de la patogenicidad de bacterias enddfitas aisladas de nédulos de la raiz de
leguminosas silvestres, entre las cuales destaca L. adecarboxylata HP23 mostrado
un patron de resistencia a multiples antibiéticos y un efecto citotoxico in vitro sobre
células epiteliales humanas Hep-2, pero sin la capacidad de adherirse o invadir las

células, como se muestra en la tabla 2 (Muresu et al., 2010).

Tabla 2. Resultados de los ensayos citolégicos

) ) . Tincién de azul y o Prueba
Especie (Cepa) Citotoxicidad Adhesion | Invasividad
trypan* FAS
Leclercia adecarboxylata (HP23) Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo

FAS: Prueba de tincion de actina fluorescente; * Prueba realizada para determinar la cuantificacion
de la viabilidad celular. Tabla tomada y modificada de Muresu et al., 2010
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Recientemente en un andlisis de cepas de L. adecarboxylata aisladas de diversas
fuentes en México, se encontraron genes de virulencia asociados con la adhesion,
genes relacionados con toxinas y la presencia de plasmidos con un rango de 7 a
125 kb con la presencia de sistemas de adiccion plasmidica como ParDE, VagCD y
CcdAB, resaltando la presencia de elementos de virulencia y mostrando la
importancia de esta bacteria como un patégeno emergente (Yescas-Zazueta et al.,
2024).

1.4.1 Formacién de biopeliculas

Las biopeliculas son agrupaciones de microorganismos que colonizan y se adhieren
a superficies bidticas y abidticas, estan formadas por sustancias poliméricas
extracelulares (EPS) de lipidos, acidos nucleicos, polisacaridos y proteinas,
producto de las mismas bacterias para formar una red de polimeros que aseguran
que las bacterias permanezcan estacionarias. La formacion de biopeliculas esta
altamente relacionada con el quorum sensing, mecanismo por el cual las bacterias
se comunican, reconocen, producen y responden ante moléculas llamadas
autoinductores, permitiéndoles tener ventajas frente a sus hospederos como: mayor
resistencia a factores exdgenos (incluyendo a antibiéticos) y a la supervivencia
frente al sistema inmunolégico (Venkatesan et al., 2015; Bellich et al., 2018; Alav et
al., 2018).

El proceso de formacién de biopeliculas comienza con la unién a la superficie
colonizadora mediante proteinas (adhesinas, fimbrias y flagelos), formando
microcolonias que secretan sustancias poliméricas extracelulares de las cuales se
rodean, desencadenando la maduracion y organizacion de la biopelicula, para que
finalmente ocurra el desprendimiento de células planctonicas que les permite

propagarse y colonizar otros sitios cercanos (Guerra et al., 2022).

Se ha observado que la formacion de biopeliculas les permite a los microorganismos
patogenos persistir frente a antibiéticos; sin embargo, en el género Leclercia la
capacidad de formar biopeliculas se ha descrito en procesos de biorremediacion

como el tratamiento del colorante naranja acido en reactores con cepas de L.
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adecarboxylata, Leuconostoc citreum, Bacillus cereus y Rhodotorula mucilaginosa
(Chang et al., 2023).

También se ha descrito recientemente la capacidad de algunas bacterias para
formar biopeliculas en acero inoxidable en una planta lactea de ultra pasteurizacion
en Argelia en donde se identificaron 59 aislamientos gram-positivos y 24
aislamientos de bacterias gram-negativas como Acinetobacter schindleri,
Enterobacter cloacae, Enterobacter xiangfangensis, Leclercia adecarboxylata y
Raoultella ornithinolytica (Didouh et al., 2023).

Recientemente, en México se han estudiado cepas de L. adecarboxylata aisladas
de origen clinico, de vegetales, de suelo y de diversas regiones del pais, las cuales

tienen una alta capacidad de formar biopeliculas (Yescas-Zazueta et al., 2024).

A pesar de que existen numerosos casos clinicos documentados de Leclercia en
asociaciobn con otras especies bacterianas, lo que probablemente facilita la
supervivencia de estos patdgenos oportunistas frente a infecciones como
endocarditis, bacteriemia, sepsis e incluso infecciones asociadas a dispositivos
médicos, los reportes especificos sobre la participacién de cepas clinicas en la
formacion de biopeliculas son limitados. En estos casos, se sospecha que la
capacidad de formar biopeliculas podria ser un factor clave en su virulencia y

patogénesis (Courtois et al., 2020).

2 ANTECEDENTES
2.1 Antecedentes generales

Se han documentado casos clinicos de infecciones por L. adecarboxylata, alrededor
de todo el mundo, principalmente ligados a personas con algun tipo de
inmunosupresion, asociadas con el uso de dispositivos médicos, como catéteres
venosos centrales y respiradores, lo que facilita la entrada de la bacteria al torrente

sanguineo o al tracto respiratorio.
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En México el primer aislamiento de L. adecarboxylata fue reportado por la Secretaria
de Salud del Estado de Jalisco, quien informd 69 casos de Infeccidon en el Torrente
Sanguineo (ITS) asociados a la contaminacion de viales de nutricién parenteral total
(NPT) en una poblacion principalmente pediatrica. Ocurrié en 15 hospitales,13 de la
Zona Metropolitana de Guadalajaray 2 en Tepatitlan. De dichos casos se reportaron
2 defunciones, de las cuales el Comité Estatal de Vigilancia Epidemiologica asocio

solo una al brote por L. adecarboxylata (Secretaria de Salud, 2019).

La confirmacion del brote se publicé el 28 de febrero de 2021 por Garza-Gonzalez
et al., en el cual presentan evidencia epidemioldgica, microbioldgica y molecular de
cepas provenientes de tres de los quince hospitales afectados por L.
adecarboxylata; el estudio mostré 31 aislados de L. adecarboxylata identificados
por MALDI-TOF, resistentes a aztreonam, cefepime, cefotaxima, cefoxitina,
ceftazidima, ceftriaxona, ertapenem, imipenem, meropenem y
trimetoprima/sulfametoxazol. Las cepas albergabanlos genes blanowm-1,
blatem y blashvy un andlisis de replicones identificaron los grupos de
incompatibilidad IncFll, IncHI2 e IncHI2A. La secuenciacién genomica de 2 cepas
indicé que albergaban genes que codifican resistencia a los aminoglucdsidos [aac
(6 ) - Ib3, aadA2b, aph (3 ") - Ib, aph (3 ') - lay aph (6) -Id], B-lactamicos (blanow-
1, blatem-1s y blasnv-12), quinolonas [aac (6 ) - Ib-cr], trimetoprima (dfrA19), colistina
(mcr-9), fenicoles (catA2) y sulfonamidas (sull). También se indico un linaje
principal altamente relacionado con el brote en los tres centros médicos, con
patrones de restriccion detectados con un porcentaje de similitud que oscilaba entre
el 90 y el 100% (Garza-Gonzalez et al., 2021).

2.2 Antecedentes especificos

En el laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad (LMHyC) se han
analizado cepas de L. adecarboxylata provenientes de cinco de los quince
hospitales donde ocurrié el brote en Guadalajara, Jalisco principalmente de una
poblacion pediatrica y asociado a nutricion parenteral total.
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En el periodo de junio 2019 a junio de 2021 se estudiaron 28 cepas de L.
adecarboxylata provenientes de cuatro hospitales de la zona metropolitana y uno
de Tepatittan en Guadalajara, Jalisco; de las cuales el 100% fueron MDR,
especialmente resistentes a carbapenémicos. En 21 cepas (75%) se identifico el
gen blanom, mediante PCR. Por andlisis bioinformatico de 16 genomas se
identificaron genes blanom-1y blatem-18 €n todas las cepas y en el 93.75% (15/16) se
localizé el gen blasnvi2. Diecisiete aislados provenientes de diferentes centros
médicos, se sometieron a la técnica de PFGE para determinar la relacion clonal y
presentaron coeficientes de Dice mayores de 0.8, lo que indico que estas cepas se
encuentran estrechamente relacionadas, hallazgo de especial interés, ya que son
cepas que pertenecen al primer brote reportado en México causado por L.

adecarboxylata resistente a carbapenémicos (Pacheco-Flores et al., 2021).
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3 JUSTIFICACION

L. adecarboxylata es considerado un patégeno oportunista emergente causante de
infecciones asociadas a la atencion sanitaria principalmente en personas con algun
tipo de inmunodeficiencia, ligado a altas tasas de morbi y mortalidad. Esto podria
deberse a su capacidad de adquirir determinantes de virulencia y resistencia,
especialmente a los antibidticos carbapenémicos, que son usados como ultima
eleccion terapéutica. La resistencia a estos antimicrobianos es resultado de un
conjunto de mecanismos que aun se desconocen en este género; sin embargo, en
otras bacterias de la familia de las enterobacterias, destaca la adquisicion de genes
de resistencia a través de transferencia horizontal de genes acarreados en
plasmidos. Este mecanismo representa un gran potencial de diseminacion, un
importante riesgo a la salud y un serio problema en el tratamiento y control de
infecciones hospitalarias. Por lo que este estudio permitira ampliar el conocimiento
acerca de los determinantes de resistencia y virulencia, asi como las caracteristicas
de los plasmidos circulantes en cepas mexicanas de L. adecarboxylata, para poder
sugerir en un futuro medidas para controlar la diseminacion de cepas

multidrogoresistentes.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Estudiar el resistoma, viruloma y plasmidoma de cepas de Leclercia
adecarboxylata resistentes a carbapenémicos, aisladas de un brote hospitalario,

en México.

4.2 Objetivos especificos

VI.

VII.

VIII.

Estimar los niveles de resistencia a antibiéticos carbapenémicos de cepas de
L. adecarboxylata resistentes, aisladas de un brote hospitalario, en México.

Evaluar la contribucion de las bombas de eflujo de la familia RND en la
resistencia a carbapenémicos en cepas de L. adecarboxylata.

Determinar el genotipo de resistencia a antibiéticos B-lactamicos de las cepas
de L. adecarboxylata mediante la identificacion in silico de B-lactamasas de
espectro extendido, carbapenemasas y bombas de eflujo.

Identificar el gen fosA, determinar su entorno genético y el nivel de resistencia
a fosfomicina de las cepas portadoras del gen.

Determinar mediante bioinforméatica la presencia de genes de virulencia que
codifiguen para adhesinas, invasinas, y genes implicados en la formacion de
biopeliculas en las cepas de L. adecarboxylata.

Determinar la capacidad de formacion de biopeliculas en las cepas de L.
adecarboxylata.

Caracterizar parcialmente in silico los plasmidos presentes en algunas cepas
de L. adecarboxylata (identificacibon PBRT, relaxasas, sistema toxina-
antitoxina).

Caracterizar experimentalmente, de forma parcial, los plasmidos presentes
en algunas cepas de L. adecarboxylata (tamafio y nimero de plasmidos).
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5 ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

Cepas de L. adecarboxylata resistentes a carbapenémicos aisladas
de un brote hospitalario.
(28 cepas)

) ) Determinar el perfil de resistencia a
Determinar genotipo de antibiéticos carbapenémicos y
resistencia (n=10) participacion de bombas de eflujo (n=28)
( RAST ;
carb BLEEs CARLC Klrbz—l\iauer Meropenem
arbapenemasas | Imipenenr
Bombas de eflujc BLDE Inhibidor CCCF
L ResFindetr
Identidad gen fosA y entorno Determinar nivel de resitencia a
o genético (n=3) fosfomicina y colistina (n=28)

1

Método de microdilucién
CM en agar y elusion de
discos

RAST, BLAST, Clustal Omega, Prokka,
Easyfig, curado manua

Determinar genes de virulencia Cuantificacion de biopeliculas

Y
—

(n=10) (n=19)
A
A
Adhesinas BLAST Método de cristal
Siderdéforos e violeta y Bradford
. PathogenFinder
Movilidac

VirulenceFinder

[ Caracterizacion parcial de plasmidos
> (Kieser n=28)
'[ (PFGE-S1 n=19)

PBRT MOE

in sil.cc: n=16 nslicc:n=16 SAF
(lumina Hiseq 2500) (Illumina Hiseq 2500) y n silicc: n=3
y n=3 (MinION; n= 3 (MinlON] (MinION]

in vitrc: n=12 in vitrc: n=12
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6 MATERIAL Y METODOS
6.1 Cepas de estudio

Se trabaj6 con 28 cepas de L. adecarboxylata que fueron previamente identificadas
como cepas MDR y contaban con fenotipo de resistencia a antibiéticos
carbapenémicos mediante Kirby Bauer. Las cepas fueron aisladas de pacientes (27)
qgue cursaron con infecciones asociadas a la atencion sanitaria y de un vial de
alimentacion parenteral (1) relacionado con la aplicacion de nutricion parenteral total
a estos pacientes en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), de 5 hospitales de
la zona metropolitana y de Tepatitlan en Guadalajara, Jalisco:

- Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional de Occidente (HP-CMNO).

- Centro Meédico Nacional de Occidente Especialidades (CMNO
especialidades).

- Hospital Regional 180 de Tlajomulco (HGR-180).

- Centro Médico Nacional de Occidente Hospital Ginecologia y Obstetricia
(CMNO HG-0).

- Hospital General de zona 21 (HGZ-21).

Todas las cepas fueron aisladas de pacientes con antecedentes de recibir nutricion
parenteral total (NPT) en su estadia en los centros médicos y fueron cepas
causantes de un brote multihospitalario en el periodo de mayo-junio de 2019.

Las 28 cepas de L. adecarboxylata fueron parcialmente estudiadas por Pacheco-
Flores et al., en el afio 2021 y sus caracteristicas se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de las cepas aisladas de un brote multihospitalario
en Guadalajara, Jalisco 2019.

Genotipo de

Cepa Origen Fenotipo de resistencia : )
resistencia

Paciente masculino/ AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP,

*Lac-1 MEM, IMP, ERT, CIP, NA, FOS, C,
Sangre STX. blaTem-18

blanDm-1, blasHv-12,

*Lac-2?

Paciente masculino/
Sangre

AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP,

MEM, IMP, ERT, CIP, FOS, C, STX.

blanDm-1, blasHv-12,
blaTEM-1B

Lac-3

Paciente recién nacido/

AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP,
MEM, IMP, ERT, AN, CIP, FOS, C,

blanDMm-1,
blasHv, blaTeEm
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Sangre STX.
Lac-4 Paciente recién nacido/ AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP, blanDMm-1,
ac Sangre MEM, IMP, ERT, CIP, FOS, C, STX. blasHv, blaTem
*Lac-5 Paciente masculino/ AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP, blanbwm-1, blasHv-12,
ac Sangre MEM, IMP, ERT, CIP, FOS, C, TE, STX. blaTEm-18
fLac.6 Paciente recién nacido/ AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP, 8525\9"112
Sangre MEM, IMP, ERT, CIP, FOS, C, STX. ol 1
. . AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP,
Lac-7 Paciente femeninof MEM, IMP, ERT, CIP, NA, FOS, C, blanpi-1, blashv,
Sangre aTEM
STX.
Lac-8 Paciente recién nacido/ AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP, blanDMm-1,
ac Sangre MEM, IMP, ERT, CIP, FOS, C, STX. blasHv, blaTem
+.ac-9 Paciente recién nacido/ AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP, t?llsg-?lelz
Sangre MEM, IMP, ERT, CIP, FOS, C, STX. Dl i
fLac.10 Paciente recién nacido/ AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP, 8525\?’_’;12'
Sangre MEM, IMP, ERT, CIP, FOS, C, STX. bl i
a1l Paciente ;2232'/”0 feCie | AMC, AMP, CAZ, CTX, FEP, MEM, blanpw-1,
ac- IMP, ERT, GM, CIP, FOS, C, TE, STX. blasHv, blaTem
Sangre
Lac-12 Paciente recién nacido/ AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP, blanDm-1,
ac Sangre MEM, IMP, ERT, CIP, FOS, C, STX. blasv, blaTem
fLac.13 Paciente recién nacido/ AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP, 8225\?’_’;12'
Sangre MEM, IMP, ERT, CIP, FOS, C, STX. Dl
. . AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP,
*Lac-14 Paciente masculino/ | ey P, ERT, AN, GM, CIP, FOS, C, | DlaNow-1. blaskv-z,
Sangre blaTem-18
STX.
Lac-15 Paciente masculino/ AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP, blanbwm-1, blasHy,
ac Sangre MEM, IMP, ERT, CIP, FOS, C, STX. blaTEm
Lac-16 Paciente recién nacido/ AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP, blanDm-1,
ac- Sangre MEM, IMP, ERT, CIP, FOS, C, STX. blasHv, blaTem
rLac17 Paciente recién nacido/ AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP, gfgﬁy;;
Sangre MEM, IMP, ERT, CIP, FOS, C, STX. ol 1
Lac-18 Paciente masculino/ AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP, blanbm-1, blasHy,
ac Sangre MEM, IMP, ERT, CIP, FOS, C, STX. blaTEm
.ac-20 Paciente masculino/ AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP, blanbm-1, blasHv-12,
ac Sangre MEM, IMP, ERT, CIP, FOS, C, STX. blaTem-18
Lac-21 Paciente recién nacido/ AMC, AMP, CAZ, CTX, FEP, MEM, blanpm-1, blashyv,
ac Sangre IMP, ERT, CIP, FOS, STX. blaTEM
Lac-23b Paciente masculino/ AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP, blanpwm-1, blasHv-12,
ac Sangre MEM, IMP, ERT, CIP, NA, C, STX. blaTem-18
. . AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP,
*Lac-25 Paciente masculinof MEM. IMP, ERT, AN, CIP, FOS, ¢, | PlaNow-1 blaskv-12,
Sangre blaTEM-1B
STX.
HLac-27 Paciente masculino/ AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP, blanDwm-1, blasHv-12,

Sangre

MEM, IMP, ERT, CIP, NA, FOS, C,

blaTEM-1B

33




STX.
Lac-29° Paciente masculino/ AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP, blanDm-1, blasHv-12,
Sangre MEM, IMP, ERT, CIP, C, STX. blaTem-1B
Lac-32¢ Paciente masculino/ AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP, blanDwm-1, blasHy,
Sangre MEM, IMP, ERT, CIP, FOS, C, STX. blaTem
“Lac-34 Vial de Nutricién AMC, AMP, CAZ, CTX, FEP, MEM, blandM.1. blaTEM-1B
parenteral IMP, ERT, CIP, FOS, C, STX. o i
+Lac-36 Paciente femenino/ AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP, blanDm-1, blasHv-12,
Sangre MEM, IMP, ERT, CIP, FOS, C, STX. blaTem-1B
*ac-40 Paciente recién nacido/ AMC, AMP, CAZ, CTX, ATM, FEP, blanDm-1, blasHv-12,
Sangre MEM, IMP, ERT, CIP, FOS, C, STX. blaTem-1B

*: Cepas que cuentan con genoma secuenciado por Barrios-Villa.

& Cepas provenientes de un mismo paciente. " Cepas provenientes de un mismo paciente. AMC:
amoxicilina con &cido clavulanico; AMP: ampicilina; CAZ: ceftazidima; CTX: cefotaxima; ATM:
aztreonam; FEP: cefepime; MEM: meropenem; IMP: imipenem; ETP: ertapenem; AN: amikacina;
GM: gentamicina; CIP: ciprofloxacino; NA: &cido nalidixico; FOS: fosfomicina; C: cloranfenicol;
TE: tetraciclina; SXT:trimetoprima/sulfametoxazol.

6.1.1 Consideraciones éticas

Los aislados clinicos se recolectaron durante un muestreo de rutina de los diferentes
hospitales (HP-CMNO, CMNO Especialidades, CMNO HG-O, HGZ-21 y al HGR-
180); fueron muestras no consecutivas (incluyendo dos casos en los cuales se
obtuvieron dos muestras del mismo paciente; sin embargo, se desconoce el periodo
entre ambas tomas de la muestra). El protocolo del estudio fue aprobado por el
Comité Nacional de Investigacion Cientifica del IMSS (nimero R-2020-785-003). No
se trabajé con las muestras y los datos de los pacientes se mantuvieron bajo
anonimato. Las cepas analizadas fueron elegidas por conveniencia por los
diferentes hospitales y donadas al Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la

Comunidad, por el Dr. Cesar Raul Gonzéalez Bonilla.
6.1.2 Secuenciacion de genomas de L. adecarboxylata:

Tres cepas fueron seleccionadas para realizar secuenciacion del genoma completo,
por lo que los genomas se enviaron a secuenciar a la Unidad de Secuenciacion
Masiva y Bioinformatica (UUSMB) del Instituto de Biotecnologia (IBt) UNAM,
mediante lecturas largas (MinlON Oxford Nanopore), el analisis de la calidad se

realizé con la herramienta fastQC.
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(https:/lwww.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/bad_sequence_fastqc.

html) y los ensambles se realizaron con el programa Uniclycler v0.5.0 (Wick et al.,

2017). La anotacion de genomas se realiz6 bajo linea de comandos con PROKKA

(Rapid Prokaryotic Genome Annotation) (Seemann, 2014), con la herramienta

online RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology) (Overbeek et al.,

2014) y con la plataforma Galaxy (usegalaxy.org) (Blankenberg et al., 2011).

6.1.3 Cepas control

Se emplearon diversas cepas que sirvieron como controles positivos y negativos en

los ensayos de susceptibilidad antimicrobiana, determinacién de concentracién

minima inhibitoria (CMI), inhibicién de bombas de eflujo, produccion de biopeliculas

y en la electroforesis en gel de campos pulsados con enzima S1 (PFGE-S1) (Tabla

4).
Tabla 4. Cepas control
Cepa Microorganismo Experimento Donada por:
. . - Dra. M ita Mari I
ATCC25922 E. coli Susceptibilidad a carbapenémicos ra. Margarita ar|,a de la
Paz Arenas Hernandez
Dr. Jesus Ulises Garza
C2-007 E. coli Susceptibilidad a colistina Ramos y Dra. Patricia
Lozano Zarain
Dr. Jesus Ulises Garza
14669 K. pneumoniae Susceptibilidad a colistina Ramos y Dra. Patricia
Lozano Zarain
Control positivo
PE21 P. aeruginosa CMI LMHyC-CICM, BUAP
Control positivo bombas de eflujo
. Control negativo CMI . ~
PAO1 P. . . Dr.M |
© aeruginosa Control negativo bombas de eflujo r- Miguel Castafieda
Aci . .
AN54 cmetobe}cter Cepa control para lisis alcalina LMHyC-CICM, BUAP
haemolyticus
. o . . Dra. M ita Mari I
CFTO073 E. coli Control positivo biopeliculas ra. Margarita arl,a de la
Paz Arenas Hernandez
EAEC E. coli Control positivo biopeliculas Dra. Margarita Man,a de la
Paz Arenas Hernandez
Cepa referencia para PFGE
NCTC50192 E. coli con 4 plasmidos (155 kb, 66 Dr. Ulises Garza Ramos

kb, 48 kb y 7 kb)
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6.2 Teécnicas y procedimientos
6.2.1 Determinacion de perfil de resistencia (Kirby-Bauer)

Se determind la susceptibilidad a antibidticos carbapenémicos y a fosfomicina
mediante el método de difusion en disco de Kirby-Bauer de acuerdo con los
estandares del Clinical and Laboratory Standards Institute, M100 ED34:2024 (CLSI,
2024), a pesar de que el uso de fosfomicina Unicamente este recomendado para
aislados de E. coli de tracto urinario, se realizaron estas pruebas para tener una
idea del comportamiento de L. adecarboxylata basdndonos en los puntos de corte
para enterobacterias utilizando las directrices del CLSI.

Se realizé una suspension bacteriana a partir de un cultivo puro con 24 horas de
crecimiento en agar TSA. Se suspendieron de 3 a 4 colonias en un tubo con 3 mL
de solucion salina isoténica al 0.85% de NaCl, y se ajusté la turbidez a 0.5 en la
escala de McFarland (1.5 x 108 UFC/ml). Posteriormente se impregné un hisopo
estéril con la suspension, y se sembro en placas de agar Mieller-Hinton (MH) en
forma de césped para obtener un crecimiento uniforme en toda la placa. Después,
se colocaron los discos con antibidticos en las placas y se dejaron incubar de 18 a
24 horas a 37°C.

Posteriormente se midieron los tamafios de los halos de inhibicién y se analizaron

los resultados segun los estandares del CLSI, 2024 (Tabla 5).

Tabla 5. Puntos de corte para la determinacién del fenotipo de resistencia
establecidos en el CLSI 2024 para Enterobacterias (excluyendo
Salmonella/Shigella) del CLSI 2024.

Interpretacion de la medida
i6 del hal
Grupo o familia Antimicrobiano Concentracion el halo (mm)
(<)
S SDD | R
Imipenem IMP 10 g =23 - 20-22 <19
Carbapenémicos
Meropenem MEM 10 g =223 - 20-22 <19
Fosfonatos Fosfomicina FOS 200 ug =16 - 13-15 <12

Tomado de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2024. S: sensible; SDD: Sensible
Dependiente de Dosis I: intermedio; R: resistente.

36




6.2.2 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) por el método de microdilucién

en agar para antibioticos carbapenémicos y fosfomicina

Para determinar la concentracion minima capaz de inhibir el crecimiento bacteriano,
se empled la técnica de dilucién en agar. Se prepararon placas de agar MH, a las
que se afadieron diversas concentraciones de antibioticos; para imipenem y
meropenem se usaron concentraciones de 1, 2, 4, 8, 16, 32 y 64 uL/mL, mientras
gue para fosfomicina concentraciones de 32, 64, 128, 256, 512 y 1024 uL/mL. Cada
placa contenia un volumen final de 20 mL de agar con la cantidad correspondiente
de antibidtico segun la dilucion requerida. En el caso de la fosfomicina, fue necesario

ademas suplementar con 25 pg/mL de glucosa-6-fosfato.

A partir de un cultivo puro en Agar Soya Tripticaseina (TSA), se preparé una
suspension equivalente al tubo 0.5 de MacFarland (1.5 x 102 UFC/mL), utilizando el
mismo procedimiento que en la prueba de difusion en disco (Kirby-Bauer). Luego,
se realiz6 una dilucién 1:10 (1.5 x 107 UFC/mL) de esta suspension en SSI, tomando
100 L de la suspension bacteriana y 900 yL de SSI para un volumen total de 1000
ML. Posteriormente, de la dilucion de cada cepa bacteriana se colocaron por
triplicado 2 pL en placas de agar MH, las cuales contenian diferentes
concentraciones del antibiético a evaluar, que iban desde 1 ug/mL hasta 1024
pg/mL, resultando en un inéculo final aproximado de 1.5 x 10* UFC/mL. Se uso6 una
placa de MH sin antibiético como control de crecimiento y las cepas ATCC25922 y
PE21 como controles negativo y positivo, respectivamente, dado que se conocen
sus valores de CMI para los antibiéticos en estudio. Las placas se incubaron durante
18 horas a 37 °C.

Finalmente se realiz6 la lectura de cada placa para determinar la CMI de cada cepa

y se analizaron los resultados segun los puntos de corte del CLSI, 2024 (Tabla 6).
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Tabla 6. Puntos de corte de MIC para Enterobacterias (excluyendo
Salmonella/Shigella) del CLSI 2024.

Punto de corte CMI (ug/mL)
Antibiético
Sensible Intermedio Resistente
Meropenem <1 2 >4
Imipenem <1 2 >4
Fosfomicina <64 128 2> 256

Tomado de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2024.

6.2.3 Concentracion minima inhibitoria (CMI), método de elusién de discos

para colistina (Micrométodo).

La actividad de colistina frente a un aislado bacteriano, se midié6 mediante la
metodologia de microdilucion con elusion de discos de colistina adaptado por el
Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) del Protocolo Original de la Universidad
de California en Los Angeles (UCLA), USA 2017, del Servicio Antimicrobianos INEI.
ANLIS Malbran.

Preparacion de tubos de colistina:

De manera aséptica, se afiadieron discos de colistina (10 ug) a tubos con 10 mL de
caldo Mdueller Hinton estéril, previamente ajustado catatonicamente con

concentraciones de 20 mg de Ca?*/L y 10 mg de Mg?*/L.

Para obtener concentraciones de colistina de 1, 2, 4 y 8 uyg/mL, se agregaron 1, 2,
4 y 8 discos, respectivamente. Los discos se dejaron eluir durante 1 hora a
temperatura ambiente, posteriormente se homogenizo el contenido y con una pipeta
estéril se tomdé 1mL y se transfiri6 a un tubo nuevo estéril. De cada elucién se

evaluaron diez cepas.
Procedimiento:

A partir de un cultivo puro en agar TSA con crecimiento de 24 horas, se preparo un
inoculo con SSI al 0.85% ajustado a una turbidez equivalente a 0.5 de Mc Farland
(1.5 x 108 UFC/mL). Se afiadieron 5 pL del inéculo ajustado a cada tubo con 1 mL

de caldo con concentraciones de 1, 2, 4 y 8 pg/mL de colistina, obteniendo un
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inéculo final aproximado de 1.5 x 10* UFC/mL en cada tubo, se homogeniz6

suavemente y se incubo a 37°C por 18 horas.
Interpretacion:

Finalmente se realizo la lectura e interpretacion, comparando los resultados con un
control positivo (K. pneumoniae cepa 14669) y un control negativo (E. coli
ATCC25922). La turbidez de los tubos se examind, y la CMI se determiné como la
concentracion mas baja en la que no se observa turbidez. Los resultados se

interpretaron con base a la guia EUCAST 2024, como se muestra en la tabla 7.

Tabla 7. Puntos de corte del EUCAST 2024 en Enterobacterias.

Punto de corte CMI (ug/mL)
Antibiotico

Sensible Intermedio Resistente

Colistina <2 - =2

Tomado de The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), 2024.

6.2.4 Determinacion de la participacion de bombas de expulsion en presencia

de un inhibidor.

Se determiné la participacion de bombas de expulsion de la familia RND
involucradas en la resistencia a los antibiéticos meropenem e imipenem utilizando
el inhibidor de bombas de eflujo: carbonil cianuro 3-clorofenilhidrazona (CCCP)
(Sigma-Aldrich) a una concentracién de 25 mg/L. Primero, se verific6 que CCCP no
fuera téxico para las cepas control y cepas de estudio; para esto, los aislados se
sembraron en ausencia y en presencia de 25 mg/L del inhibidor en placas de MH.
Posteriormente se realizaron placas con concentraciones de 1, 2, 4, 8, 16, 32y 64
Mg/mL de antibidticos carbapenémicos (IMP y MEM), méas la concentracion
establecida de CCCP. La cepa PAO1 se utilizé como control negativo y la cepa
PE21 como positivo. Finalmente, se interpretaron los resultados de estos
experimentos realizados por triplicado realizando una comparacién de crecimiento

de las CMI en presencia y en ausencia del inhibidor de bombas de expulsién (EPIs)
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y se considerd una participacion positiva de estas cuando la CMI disminuia 4 o0 mas
veces en presencia de CCCP (Menichini et al., 2020; Stoczynhska et al., 2023).

6.2.5 Extraccion de templado de ADN bacteriano (Técnica de extracto
hervido)

Con la metodologia de extracto hervido se provoco la ruptura de células bacterianas
ocasionando la liberacion del templado de ADN bacteriano. A partir de un cultivo
puro en placa de agar MacConkey con 24 horas de crecimiento se sembré 1 colonia
en 3mL de medio Infusiébn Cerebro Corazon (BHI) y se incubé durante 24 horas,
posteriormente se colocaron 1.5 mL del crecimiento en caldo en un microtubo estéril
y se centrifugé durante 3 minutos a 13000 revoluciones por minuto (rpm), el
sobrenadante se decanto en recipiente de desecho y se colocaron los 1.5 mL de
caldo restante para volver a centrifugar por 3 minutos a 13000 rpm. Se decantd
nuevamente el sobrenadante, cuidando de no perder la pastilla y se agregaron 500
uL de agua inyectable estéril para homogeneizar la pastilla.

A continuacién, los microtubos se sometieron a temperatura de ebullicion durante
15 minutos a bafio maria. Después se dejaron enfriar durante 5 minutos para volver
a centrifugar a 13,000 rpm durante 15 minutos.

Para recuperar el material genético de los restos celulares se tomdé Unicamente el
sobrenadante y éste se transfirid a un nuevo microtubo Eppendorf estéril para medir
la concentracién y pureza del ADN con un equipo NanoDrop 2000c a 260 nm. Se
ajusto la concentracién a 200 ng/uL y finalmente se almacenaron -20°C.

6.2.6 Extraccion de ADN plasmidico (Método de Kieser)

Esta técnica desnaturaliza el ADN plasmidico y el cromosémico y posteriormente
los renaturaliza; pero en el proceso, el ADN cromosémico no se aparea
rapidamente, lo que causa que sea atrapado por complejos proteicos que luego se
precipitan, en cambio el ADN plasmidico se renaturaliza mas rapido y adquiere su

conformacion natural.

La extraccion del ADN plasmidico se realizé mediante el método de Kieser (1984),

con ligeras modificaciones que se detallan a continuacion:
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A partir de un cultivo puro de las cepas en TSA, se inoculd 1 colonia en 5 mL de
caldo Luria Bertani (LB) y se incubaron en agitacion por 18-24 horas a una
temperatura de 37 °C. Posteriormente, se centrifugaron 1.5 mL del precultivo a
13,000 rpm durante 5 min repitiendo este paso para poder obtener todas las células
de los 5 ml de cultivo.

Después de obtener la pastilla bacteriana se le agregaron 400 pL de la solucién 1
de lisis (Anexo 2), la pastilla se resuspendié suavemente con ayuda de la
micropipeta; después se le agregaron 100 pL de lisozima por cepa (10mg/ml)
mezclando suavemente por inversion y se incubé a 37°C durante 30 min.

Posterior a la incubacion se le adicionaron 250 pL de la solucion 2 de lisis (Anexo
2) y se mezclé en el vortex y se incubaron a 55 °C durante 30 min (revisandolas y
mezclandolas por inversion cada 10 min). Después de la incubacion, los tubos se
atemperaron en un bafio de agua a temperatura ambiente durante 5 min.
Posteriormente se le adicionaron 80 uL de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y se
mezclé con el vortex hasta obtener una solucién blanquecina homogénea. Después,
los tubos se centrifugaron a 13,000 rpm durante 20 min a 4°C. Posteriormente, se
tomaron 700 pL del sobrenadante y se colocaron en un tubo Eppendorf nuevo, con
el cuidado de no tomar el sedimento que contiene las proteinas, ni la fase organica
gue contienen el fenol.

A continuacién, a los 700 pL de sobrenadante se le agregaron 300 pL de acetato de
potasio 3M, se mezcld por inversion y se incubd en hielo a 4°C toda la noche. Al
siguiente dia, se centrifugd a 13,000 rpm durante 10 min.

Después se transfirid el sobrenadante (600 yL aprox.) a un microtubo estéril (volver
a centrifugar en los casos en los que se observe restos del sedimento para limpiar
mejor la muestra). En el sobrenadante se encontraba el ADN plasmidico y se
precipitd agregando 750 uL de etanol absoluto frio y se mezclé por inversion y se
dejé precipitar a -20 °C durante 20 min. Mas tarde, se centrifugaron los tubos a
13,000 rpm durante 15 min. Después por decantacion se elimind todo el alcohol
cuidando de no perder la pequefia pastilla del fondo del microtubo y se adicionan
1000 pL de etanol frio al 70% centrifugando a 13,000 rpm por 10 min, al finalizar por
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decantacion se eliminé todo el alcohol y se dejé secar el microtubo destapado en
condiciones de esterilidad.

Después se agregaron 20 uL de agua estéril y se dejo rehidratar el ADN durante 1
hora a 37 °C o durante toda la noche a 4 °C.

Finalmente se cuantificé el ADN en el equipo NanoDrop 2000c (Thermo Scientific®)
ajustado a 100 ng/ uL y se corrieron 3 pL del ADN plasmidico en un gel de agarosa
al 0.7 % que se visualizé con Bromuro de Etidio (BET) (Sigma ® Life Science) y un

transiluminador (MiniBis Pro ®).
6.2.7 Determinacion de perfil plasmidico mediante PFGE-S1

Para determinar el nUmero y el tamafio de los plasmidos presentes en las cepas se
realizo la técnica de Electroforesis en Gel de Campos Pulsados (PFGE) utilizando
la nucleasa S1 y empleando la cepa de referencia NCTC50192 que contiene 4
plasmidos de tamafios conocido conforme a la metodologia descrita por Cortés-
Cortés, 2016 (Anexo 1) al cual se le realizaron modificaciones que se describen a

continuacion:
Preparaciéon de insertos

A partir de un cultivo puro crecido en TSA durante 24 hrs, se tomd una colonia
aislada la cual se sembré de forma masiva en agar BHI e incubd por 24 horas a
37°C. Del crecimiento, se tomé toda la superficie de la placa y se colocd en un
microtubo estéril de 1.5mL con 1000 pyL de SSI al 0.85%, se homogeneiz6 y
centrifugd a 13,000 rpm durante 5 minutos, el sobrenadante se decantd, quedando
el paquete celular, el cual se resuspendié en 1 mL de Buffer TE (Tris 10mM y EDTA
1mM) y se ajusté la turbidez del tubo a 3 en la escala de McFarland (9 x 108
UFC/mL). Por otro lado, se preparé agarosa de bajo punto de fusion (Pulsed Field
Certified Agarose, BioRad®) al 1.5% con buffer TE y se mantuvo a bafio Maria a
54°C.

Para preparar el inserto, se mezclaron 500 pL de la suspensiéon bacteriana con 500
pL de agarosa, se mezclo rapidamente y se distribuyo en los moldes para formar

los insertos. Se dejo solidificar 10 minutos en refrigeracion a 4°C.
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Lisis Bacteriana

Se emplearon 2 insertos a los que se les afiadié 2 mL de Buffer de Lisis (Tris 50mM;
EDTA 50mM; Sarcosil al 1%; 0.3 mg/ml proteinasa K) y se dej6 incubar en bafio

Maria a 54°C durante 24 horas.
Lavado de insertos

Se retird el Buffer de lisis y se realizaron los siguientes lavados en bafio Maria a
54°C:

- 3 lavados con 7 mL de agua tridestilada estéril cada 10 minutos.
- 2 lavados con 7mL de Buffer TE cada 10 minutos.

- 1 lavado a temperatura ambiente con 7 mL de Buffer TE.

Finalmente, los insertos se conservaron en 1 mL de Buffer TE a 4°C hasta su
utilizacion.
Digestién Enzimatica

Se colocd medio inserto en 100 pL de solucion de digestion [Para cada cepa, se
utiliza: Enzima S1 (1.6 pL), Buffer de la enzima 5X (20 pl), agua inyectable estéril
(78.4 pl)] y se dejo incubar a 37°C durante 40 minutos. Posteriormente, la reaccion
se detuvo colocando el inserto en un tubo con 150 pL de solucién de paro (EDTA
50mM: Sarcosil 1%) e incubando en hielo durante 10 minutos para posteriormente
cargarlos en un gel de agarosa al 1% evitando el exceso de sarcosil y empleando
como cepa de referencia la E. coli NCTC 50192, ya que contiene 4 plasmidos de
tamafos conocidos: 155.8, 61.3, 40.1y 7 kb.

Preparacion del gel de Agarosa

Se prepar6 un gel de agarosa al 1%, empleando agarosa certificada para campos
pulsados (BioRad®) con Buffer TBE 0.5X (Tris 0.89M; EDTA 0.02M; Acido Borico
0.89M). Los pocillos del gel se rellenaron con los insertos, colocando la cepa NCTC

50192 en los extremos y se sellaron con agarosa a 50°C.
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Electroforesis, tincion del gel y visualizacién

La electroforesis se realiz6 en una camara de campos pulsados CHEF-DR I
(BioRad®) con 3 litros de TBE 0.5X suplementado con tiourea 75 uM (Merck®). A
un gradiente de voltaje de 6 V/cm y una rampa lineal pulsada de 1 a 30 segundos
durante 22 horas a 14°C.

El gel se tiid con 200 mL de BET (4 pg/mL) durante 5 minutos, y para eliminar el
exceso de BET se mantuvo en agua tridestilada durante 10 minutos y se visualizo
utilizando el fotodocumentador de luz UV MiniBis Pro. El gel se verific6 cada hora

hasta obtener correcta visualizacion de las bandas plasmidicas.
Determinacion de peso molecular de los plasmidos

El peso molecular aproximado de los plasmidos se determiné con ayuda del
programa “Gel Quant Express”, que elabora una curva de calibracién, considerando
el Rf (Distancia de migracion + distancia recorrida) con el peso molecular de los
plasmidos de la cepa control NCTC 50192 y con base en esta se obtiene un tamafio

aproximado de los pladsmidos en el gel.
6.2.8 Caracterizacién parcial de plasmidos
6.2.8.1 Tipado de plasmidos por “PCR-based replicon typing” (PBRT)

Para la caracterizacion de plasmidos se utilizé la metodologia de tipificacion de
replicones descrita por Carattoli et al., 2005 y la busqueda de las relaxasas MOB

siguiendo el método descrito por Alvarado et al., 2012.

Este enfoque permitié caracterizar los plasmidos de las cepas no secuenciadas a
través de la identificacion de grupos de incompatibilidad (Inc). Para determinar el/los
replicon/es presentes en las cepas se siguié la metodologia de PBRT descrita por
Carattoli y colaboradores para enterobacterias en 2005, que se basa en la busqueda
de grupos Inc mediante PCRs multiplex y simples; también se realizé la busqueda
de replicones no descritos por la metodologia anterior, pero reportados por Garcia-
Fernandez et al., 2009 y Villa et al.,, 2010. La deteccion de los grupos de
incompatibilidad plasmidica Inc se enfoco en los grupos A/C, B/O, ColE, ColETp,
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FIA, FIC, FII, FrepB, HI1, HI2, I1, K, LM, N, P, R, U, W, X y Y. Todos los
oligonucledtidos empleados y las condiciones se encuentran en la tabla | del Anexo

3. Los componentes de las PCR triplex y los de las PCR simples estan especificados

en la tabla 8.

Tabla 8. Componentes utilizados en cada PCR para la determinacion de
replicones plasmidicos

Componente Concentracién stock Volumen Concentraciép final
por tubo? de reaccion
Oligonucledtido forward 25 uM 0.3 pl 0.75 uM
Oligonucleétido reverse 25 uM 0.3 pl 0.75 uM
TAQ DNA Polimerasa 5 U/ul 0.1 pl 05U
Buffer 10X 10X 1l 1X
MgCl2 25 mM ul 25mM
dNTPs mix 10 mM 0.4 pl 0.4 mM
DNAP 0.3 ul
Agua miliQ estéril 5.9ul
10 pl

2 cantidades usadas en un PCR simplex. En el caso de las PCR multiplex, la cantidad de
oligonucledtido extra afiadido fue restado del volumen de agua, conservando asi el
volumen final requerido. °: se us6 DNA total obtenido mediante el método de hervido, o
plasmidico obtenido por lisis alcalina.

6.2.8.2 Caracterizacion parcial de plasmidos por MOB

La caracterizacion parcial de plasmidos mediante el método descrito por Alvarado
et al., 2012, se basa en la diversidad de relaxasas que poseen los plasmidos
movilizables y conjugativos, las cuales se han agrupado en 18 subfamilias
nombradas MOB. Se realizé la busqueda de las relaxasas C12, F11, F12, H2, H11,
H121, Q11, Q12, P3, P4, P11, P12, P14, P51, P52, P53 y P131 pertenecientes a
las diferentes subfamilias; los oligonucledtidos y condiciones empleados se

muestran en la tabla Il del Anexo 3.
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6.2.9 Extraccion de ADN gendmico y secuenciacion

La extraccion del ADN gendmico para secuenciacion se realizd6 mediante el Kit de
extraccion Wizard Genomic DNA Purification Promega, siguiendo el protocolo
establecido por el fabricante (Anexo 1).

La pureza del ADN fue evaluada mediante la determinacion del cociente de las
absorbancias 260/280 nm considerando como una buena pureza un valor de 1.7 a
2.0y la integridad del ADN fue evaluada por electroforesis en un gel de agarosa al
0.7% tifiendo el gel con BET a una concentracion de 4 ng/uL, para después tomar
la fotografia en el fotodocumentador de luz UV MiniBIS Pro y determinar la
integridad del ADN para la secuenciacion.

Las cepas Lac-8, Lac-13 y Lac-34 se secuenciaron por la plataforma MinlON de
Oxford Nanopore (Li et al., 2018) y con 100X de profundidad en el Instituto de
Biotecnologia de la UNAM (IBt), unidad Cuernavaca.

El andlisis de la calidad de las lecturas crudas se realizé con el programa FastQC.
También se realiz6 un ensamble hibrido de la cepa Lac-34 debido a que se contaba
también con las secuencias cortas de una secuenciacion anterior, realizada
mediante lllumina Hiseq 2500. Los ensambles hibridos de lecturas de lllumina y
MinlON Oxford Nanopore se realizaron con Unicycler v0.5.0. Por otro lado, la
anotacion de los ensambles se realizd bajo linea de comandos con PROKKA
(Seemann, 2014), con la herramienta online RAST (Overbeek et al., 2014) y con
Galaxy (Blankenberg et al., 2011).

6.2.9.1 Caracterizacion parcial de plasmidos y determinacién de genes in

silico

También se realizo la caracterizacion parcial de los plasmidos encontrados en los 3
ensambles obtenidos por la secuenciacion MinlON (Oxford Nanopore), realizando
una busqueda dirigida de genes de resistencia, de virulencia, de los grupos de
Incompatibilidad descritos por Carattoli et al., 2005, de las relaxasas descritas por
Alvarado et al., 2012; de sistemas toxina/antitoxina (TA) mas estudiados en
enterobacterias [PemK—Peml, CcdA—CcdB, RelB- RelE, ParD-ParE, VagC-VagD,
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Hok-Sok, PndA—-PndC y SrnB-SrnC (Mnif et al., 2010)] y de otros elementos

genéticos moviles utilizando las siguientes herramientas bioinformaticas:

- PLACNETW (https://castillo.dicom.unican.es/upload/) (Vielva et al., 2017)
permite visualizar la presencia de probables plasmidos.

- ResFinder (http://www.genomicepidemiology.org/) v.4.1 del “Center for
Genomic Epidemiology” (Bortolaia et al., 2020). Para la basqueda de genes
de resistencia.

- Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) v.3.2.6 (Alcock et al.
2023). Para busqueda de genes de resistencia.

- “Beta-Lactamase DataBase” (BLDB) (http://bldb.eu/) (Naas et al., 2017) para
corroborar la presencia de estas enzimas.

- Virulence Finder (https://cge.cbs.dtu.dk/services/VirulenceFinder/) para
identificar posibles genes de virulencia.

- VFDB 2019 (Virulence Factors DataBase) (Liu et al., 2019) para identificar
genes de virulencia.

- MobileElementFinder (https://cge.cbs.dtu.dk/services/MobileElementFinder/)
v.1.0.3 para la busqueda de elementos genéticos moviles como
transposones simples (Tn), transposones compuestos (CTn) y secuencias de
insercion (1S).

- MOBscan (https://castillo.dicom.unican.es/mobscan/) (Garcilldn-Barcia et al.,
2019) se utilizé para buscar las familias relaxasas MOB.

- oriTfinder (oriTfinder (sjtu.edu.cn) para busqueda de oriT, SST4 y T4CP.

- IslandViewer 4 (https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer) (Bertelli et
al., 2017) para la basqueda de islas gendmicas.

- Circos (www.circos.ca). Como software de correlacion de genomas.

-  MAUVE version 20150226 (Darling et al., 2004) y CLC Sequence Viewer
version 8.0 se usaron para alinear y comparar las secuencias plasmidicas.

- Galaxy Galaxy (usegalaxy.org) (Blankenberg et al.,, 2011) para obtener
archivos gbk de las secuencias.

- Easyfig 2.2.5 (Sullivan et al., 2011) para la representacién y comparacion

gréfica de los plasmidos.
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- Proksee (https://proksee.ca/projects/new) se usO para esquematizar los
plasmidos circularmente.

- GraphPad Prism 10.2.2 para realizar analisis estadistico de la formaciéon de
biopeliculas.

- BLAST, NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

- SequenceMassager(http://www.attotron.com/cybertory/analysis/seqMassag
er.htm).

- Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

- Translate tool EXPASYy (https://web.expasy.org/translate/).

6.2.10 Cuantificacién de biopeliculas (Método de tincidn con cristal violeta)

La cuantificacion de biopeliculas se llevé a cabo conforme a la metodologia descrita
por Stepanovic et al., 2007 con ligeras modificaciones y como controles positivos de
la produccion de biopeliculas se emplearon las cepas de E. coli CFT073 y EAEC.
La metodologia empleada parte de un cultivo puro crecido en TSA con un
crecimiento de 24 hrs, del cual se tomé una colonia aislada y se inoculé en agar BHI
y se dejo incubar a 37°C durante 24 horas. Después, las colonias se resuspendieron
en SSl al 0.85% y se ajusto al tubo 0.5 en la escala de McFarland (1.5 x 108 UFC/mL)
para realizar diluciones seriadas 1:10 hasta ajustar el inoculo a una concentracién
de 1x10* UFC/mL. Posteriormente, en una microplaca de poliestireno de 96 pocillos,
se depositaron 180 pL de caldo BHI y se agregaron 20 pL de cada muestra ajustada
obteniendo un total en cada pocillo de 200 uL, cada cepa se sembré por triplicado
y realizando el mismo procedimiento en otra placa de poliestireno para realizar la
cuantificacion de biopeliculas y de proteinas en las mismas condiciones, a 37°C
durante 24 horas.

Posteriormente, se tomo una de las microplacas para llevar a cabo la cuantificacion
de biopeliculas y se retiré el cultivo con una micropipeta sin tocar la pared ni el fondo
del pocillo, luego se realizaron 2 lavados con 200 pl de PBS 1X y se retiraron en un
solo movimiento en un recipiente de desecho, después se agregaron 200 pul de
metanol para fijar la biopelicula y se dej0 durante 15 minutos a temperatura

ambiente; el metanol se retiré con una micropipeta y se dejo que el restante se
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secara a temperatura ambiente. Después se agregaron 200 ul de cristal violeta al
0.1% y se dejo incubar a temperatura ambiente por 20 minutos, para despues retirar
el colorante en un movimiento en el recipiente de desecho, ademas se realizaron 2
lavados con 200 pL de agua estéril y finalmente la biopelicula tenida se solubilizé
con 200 pL de &cido acético al 30% o metanol y se dej6 incubar por al menos 30
minutos para después realizar la lectura de la densidad optica (D.O.) a 620nm y se
empled el lector de microplacas Bio Tek EIX800 UV. La cuantificacion de
biopeliculas se obtuvo dividiendo la lectura de la D. O. entre los mg totales de
proteina.

6.2.11 Cuantificacion de proteinas (Método de Bradford)

La cuantificacion de proteinas se realizd con la segunda placa y al mismo tiempo
que el método de tincion con cristal violeta; se utilizé el método de Bradford (Bio
Rad Protein Assay). El cual consiste en recuperar el contenido de cada pozo por
separado en un microtubo estéril de 1.5mL y lavar los pocillos con 200 uL MgSOa4
10mM para posteriormente obtener paquetes celulares centrifugando los
microtubos a 13,000 rpm por 5 minutos, el sobrenadante se decanté y se agregaron
nuevamente 200 uL de MgSOa4 para repetir el procedimiento de centrifugacion y
decantacion, posteriormente el paquete celular obtenido se resuspendid con 200 pL
PBS y se guardo a -20°C.

Para la lectura de proteinas se realizé una curva de Albumina Sérica Bovina (BSA)
como se muestra en la tabla 9, en una microplaca de 96 pocillos estéril; a la par se
cuantificaron las muestras de proteinas obtenidas afiadiendo para cada muestra:
155 pL de agua estéril, 5 uL de muestra del paquete de proteinas obtenido y 40 uL
del reactivo de Bradford; cada pocillo se homogeneizé con la ayuda de una
micropipeta para realizar la lectura de la D.O. con ayuda de un lector de microplacas
de Elisa (Bio Tek EIx800 UV) a una absorbancia de 595nm.
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Tabla 9. Preparacion de la curva BSA

Pocillo BSA (uL) Agua estéril (uL) | Reactivo Bradford (uL) | Concentracién (ug)
1 0 160 40 0
2 5 155 40 0.5
3 10 150 40 1
4 20 140 40 2
5 30 130 40 3
6 40 120 40 4
7 50 110 40 5
8 60 100 40 6

7 RESULTADOS

7.1 Determinacion de niveles de resistencia a antibiéticos carbapenémicos

y participacion de bombas de expulsiéon de la familia RND.

Se trabajo con 28 cepas de L. adecarboxylata previamente caracterizadas como
MDR, con una resistencia a carbapenémicos, a las cuales se le confirmé dicho perfil
frente a imipenem y meropenem, mediante la técnica de difusion en discos (Kirby-
Bauer). El 100% de las cepas (28/28) mantuvo la resistencia a esta clase de
antibioticos, por lo tanto, se determind la CMI para meropenem e imipenem y a la
par se realizé el ensayo de inhibicion de bombas de expulsion, con el objetivo de
evaluar la participacion de estas como mecanismo de resistencia a dichos

antibioéticos.

Antes del experimento, se realiz6 un ensayo de toxicidad para garantizar que el
inhibidor carbonil cianuro 3-clorofenilhidrazona (CCCP) no resultara toxico para las
cepas en estudio. Todas las cepas estudiadas crecieron a una concentracion de 25
mg/L del inhibidor. De acuerdo con Sanchez-Carbonel et al., 2021, la prueba se
considera con un fenotipo positivo para la participacion de bombas de expulsion
cuando se observa que la CMI disminuye al menos 4 diluciones en presencia de
CCCP.

Considerando que el CLSI 2024, marca como punto de corte para la determinacion
de la CMI de meropenem una concentracion igual o mayor a 1 ug/mL. Se observo

gue el 100% de las cepas (28/28) presentaban resistencia a MEM presentando la
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misma CMI de 32 pg/mL. Sin embargo, en presencia de CCCP y MEM, se observo
un efecto del inhibidor en todas las cepas, con una reduccion significativa de 4 o
mas diluciones en la CMI que van de 32 y bajan hasta 2 pug/mL. En el 78.6% (22/28)
de las cepas, la CMI disminuy0 4 veces (de 32 a 8 pg/mL), mientras que en el 7.1%
(2/28), la CMI disminuyé 8 veces (de 32 a 4 pg/mL) y en el 14.3% (4/28) de las
cepas, la CMI se redujo 16 veces (de 32 a 2 ug/mL). Estos resultados sugieren que
existe una participacion importante de bombas de expulsién en el mecanismo de

resistencia a meropenem.

En el caso de imipenem, el CLSI 2024 establece como punto de corte una
concentracion igual o mayor a 1 ug/mL, se observo una variabilidad en las CMIs en
todas las cepas. El 57.12% (16/28) de las cepas presenté una CMI de 16 pug/mL, el
17.86% (5/28) una CMI de 32 pg/mL, y solo el 7.14% (2/28) tuvo una CMI de 8
pg/mL. En presencia de CCCP e IMP, se observé un efecto del inhibidor en el
92.85% (26/28) de las cepas, de las cuales el 75% (21/28) mostré una reduccion de
4 veces enla CMly el 17.86% (5/28) una disminucion de 8 veces; sin embargo, solo
el 7.14% (2/28) mostrd una disminucion de 2 veces; esto Ultimo no se considera
significativo para la participacion de las bombas de expulsion en la resistencia a
IMP. La Tabla 10 muestra un resumen de estos resultados.

Tabla 10. Concentracion Minima Inhibitoria y participacion de bombas de
expulsién en cepas de L. adecarboxylata (n=28)

CEPA CMI (ug/mL)
MEM MEM+CCCP IMP IMP+CCCP
Lac-1 32 2 32 4
Lac-2* 32 2 8 4*
Lac-3 32 8 16 4
Lac-4 32 8 16
Lac-5 32 8 16
Lac-6* 32 8 8 4*
Lac-7 32 2 16 4
Lac-8 32 4 16 4
Lac-9 32 8 16 4
Lac-10 32 8 16 4
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Lac-11 32 8 16 4
Lac-12 32 8 16 4
Lac-13 32 8 16 4
Lac-14 32 4 16 4
Lac-15 32 8 16 4
Lac-16 32 8 32 4
Lac-17 32 8 16 4
Lac-18 32 8 16 4
Lac-20 32 8 16 4
Lac-21 32 8 16 4
Lac-23 32 8 16 4
Lac-25 32 8 32 4
Lac-27 32 2 32 4
Lac-29 32 8 16 4
Lac-32 32 8 32 4
Lac-34 32 8 16 2
Lac-36 32 8 16 2
Lac-40 32 8 16 4

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria; MEM: meropenem; IMP: imipenem; CCCP: carbonil
cianuro 3-clorofenilhidrazona; *: Cepas en las que no se observé un efecto significativo en la
disminucién de la CMI en el ensayo con imipenem.

7.2 Genotipo de resistencia in silico

El analisis del genotipo de resistencia se realizé a partir de los 16 genomas
secuenciados, de los cuales, fueron seleccionados 10 (Lac-1, Lac-2, Lac-5, Lac-6,
Lac-10, Lac-13, Lac-14, Lac-23, Lac-34 y Lac-36) para la identificacion de genes de
resistencia. La seleccion se fundamenté en la integracion completa (100%, 28/28)
de cepas de L. adecarboxylata en un Unico dendograma generado a partir de
patrones de restriccion obtenidos en PFGE con la enzima Xbal (Pacheco-Flores,
2021). Este enfoque permitio clasificar las cepas en distintos clados y elegir aquellas
representativas de cada uno (Anexo 4).
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ResFinder 4.1 y CARD 3.2.6 se emplearon para determinar la presencia de genes
de resistencia, entre los cuales se encontraron en el 100% de los genomas (10/10)
los genes Dblanom, blatem (resistencia a betalactamicos), aadA2 (resistencia a
aminoglucosidos), qnrB2, qnrS2 (resistencia a quinolonas), sul-1 (resistencia a
sulfonamidas), blave. (resistencia a bleomicina), dfrAl12, (resistencia a
trimetoprima), catA2 (resistencia a fenicoles), acrA, acrB, acrR, acrZ, tolC (bomba
de eflujo de la familia RND) y terC (resistencia al telurio); mientras que el 90% de
los genomas (9/10) se encontraron los genes blasny (resistencia a betalactamicos),
aac(6’)-1b3, aph(3)-lb, aph(3)-la, aph(6’)-Ild, acc(6’)-lb-cr (resistencia a
aminoglucosidos), mcr-9 (resistencia a colistina) y dfrA19 (resistencia a
trimetoprima). Unicamente en el genoma proveniente del vial de nutricién parenteral
(LAC-34) se localiz6 a gacEA1 (resistencia a antisépticos) como se muestra en la

Figura 4.

GENES DE RESISTENCIA

LAC-1

LAC-2

LAC-5

LAC-6

LAC-10

LAC-13

CEPAS

LAC-14

LAC-23

LAC-36

* LAC-34

Presencia

Ausencia

Figura 4. Genotipo de resistencia en genomas de L. adecarboxylata. *: Genoma
proveniente del vial de nutricién parenteral total. Morado: presencia de genes. Blanco: ausencia
de genes.
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7.3 Determinacion del fenotipo de resistencia a colistina

El andlisis del genoma in silico nos permitié determinar el gen mcr-9 y con base en
eso, se realizo la susceptibilidad a colistina con los protocolos descritos en el
apartado 6.2.2 y 6.2.3, a pesar de que no forma parte de los objetivos de este
trabajo. Como control positivo se uso la cepa C2-007 de E. coli que contiene el gen
mcr-1 localizado en un plasmido y la cepa 14669 de K. pneumoniae con mutacion
a nivel cromosomal del gen mgrB. Como control negativo la cepa ATCC25922 de

E. coli.

Los resultados con las dos metodologias empleadas mostraron que el 100% de
cepas (28/28) son susceptibles a la colistina con puntos de corte <1 ug/mL (Figura
5y 6). |

C++ c- 1pg/mL 2pg/mL 4ug/mL  6pg/mL 8ug/mL

Figura 5. Micro método de elusion de discos de colistina, adaptado por el
Laboratorio Nacional de Referencia (LNR). Lac-8: cepa representativa de L.
adecarboxylata; C++: Control positivo de K. pneumoniae.; C-: Control negativo
ATCC25922 de E. coli

Figura 6. Método de determinacion de
susceptibilidad a colistina (1 pg/mL) en
agar MH en las cepas Lac-8, Lac-29y
Lac-34. C-: Control negativo ATCC25922 de
E. coli; C+: C2-007 de E. coli; C++: 14669 de
K. pneumoniae; Lac-8, Lac-29, Lac-34: cepas
representativas de L. adecarboxylata. Placa
de MH con colistina a una concentracion de 1
pg/mL.
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7.4 Resistencia a fosfomicinay analisis del gen fosALA?

Para la determinacion del fenotipo de resistencia a fosfomicina, se tenia
conocimiento que 26 de 28 cepas habian sido categorizadas anteriormente como
resistentes a fosfomicina por el método de Kirby-Bauer (Pacheco-Flores, 2021). En
este estudio, se determind la concentracion minima inhibitoria de todas las cepas
(28/28), debido a que se tiene como referencia el genotipo de resistencia in silico, y
se encontr6 el gen fosA en las secuencias, trabajo publicado en 2023 (Barrios-Villa
et al., 2023). Como control negativo se uso la cepa ATCC25922 de E. coli.

Nuestros resultados mostraron en todas las cepas (28/28) resistencia a fosfomicina

con una CMI de 512 pg/mL (Figura 7 y 8).

Figura 7. Concentracién minima inhibitoria a fosfomicina por dilucidon en agar suplementado
con 25 pug/mL de glucosa-6-fosfato. A) CMI de cepas representativas del experimento (ATCC:
Cepa ATCC25922 como control negativo de E. coli, 23: Lac-23, 29: Lac-29, 25: Lac-25 y 34: Lac-
34) en dilucion en agar a una concentracion de 32 pug/mL de fosfomicina, en donde se observa un
crecimiento abundante. B) CMI de cepas representativas del experimento en dilucion en agar a una
concentracion de 256 pg/mL de fosfomicina, en donde se observa una disminucion del crecimiento.
C) CMI de cepas representativas en dilucion en agar a una concentracion de 512 ug/mL de
fosfomicina, en donde se observa nulo crecimiento.
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Figura 8. Resultados de la CMI para fosfomicina en 28 cepas de L. adecarboxylata. CMI:
Concentracién minima inhibitoria; S: Sensible; R: Resistente.

Al determinar la presencia del gen fosA en las secuencias analizadas, se determino
gue esta variante pertenece a la familia FOsA8, con la cual comparte un 96.45% de
identidad y en este trabajo fue identificada como fosAMA2 (Barrios-Villa et al., 2023),
debido a que el primer gen fosAA se encuentra documentado por Poirel et al., 2019
en la cepa de L. adecarboxylata USDA-ARS-USMARC -60222. La secuencia de
fosAlA2 se encuentra en Genbank con el nimero de acceso MDC6635501.1.
También se realiz6 una comparacion de los entornos genéticos del gen en los
genomas de Lac-8, Lac-13 y Lac-34 que fueron secuenciados por MinlON (Oxford

Nanopore), como se muestra en la Figura 9, observando ligeros cambios rio abajo.

FosALA2

ek, . sl ek ;A-l“-- Lac-8 14.766 po

7—4'- A hah A Aok oo 4 Lac-13 14765 po
L{“*“ | A A e A e A

Lac-34 14,777 pb

Hidroglutarato ~ Glutarato  Permeasa Aminobutiraldenidey, - 1 tiraldheidoPemK/Maz idrolasa Trani./lpFortadcr ReguladoArmldoh\drolasa e

deshidragenasa d‘Oéiga"ﬁSﬁ APC  deshidrogenasa joqpirogenasa FosALA2 transcripsional

68%

Figura 9. Comparacion de entornos genéticos del gen fosA-A2, Contexto genético del gen
fosA"*2 a nivel cromosdmico de cepas de L. adecarboxylata. Rojo: proteina FosA“*%; Negro:
proteinas hipotéticas. El color gris indica el porcentaje de identidad BLAST. Los genes del entorno
genético del gen fosA “*? aparecen en colores y su nombre en la base de la figura.
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7.5 Identificacion de determinantes de virulencia en cepas de L. adecarboxylata

Para identificar los genes de virulencia, se seleccionaron 10 genomas de acuerdo con el genotipo de resistencia y se realizé
la busqueda de estos determinantes, debido al conocimiento limitado de factores de virulencia de L. adecarboxylata. En el
100% (10/10) de los genomas se obtuvo un indice de 0.8, lo que sugiere una alta probabilidad de que estos genomas
correspondan a un patégeno para humano (un valor cercano a 1.0 indica mayor correlacién entre familias de genes
asociados a patogenicidad). Se identificaron genes relacionados con la adherencia bacteriana, sistemas de secrecion,

invasion, evasion del sistema inmunoldgico y produccién de sideréforos (Figura 10).

RN &

PRESENCIA 2 o & o o X »

O s ey . P EA
S LR o «© 0 A
< N & o S & &N

[Jausencia & L g G < rod S

F “)QI 2 QA ¥ < Qb G

XS Q> A Ped v RN 2

I'

Masculino

Masculino. Duplicada:32
Masculino

Recién Nacido

Recién Nacido

Recién Nacido
Masculino

Masculino. Duplicada:29
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Figura 10. Genes de virulencia presentes en genomas de L. adecarboxylata. *LAC34: Genoma del aislado del vial de nutricion; * (eje x):
Factores de virulencia relacionados con la produccion de biopeliculas; Color azul: presencia de genes: Color gris: ausencia de genes.
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A partir de los datos obtenidos se construyé un diagrama de circos que muestra la
relacion entre los determinantes de virulencia de las cepas de L. adecarboxylata y

los determinantes de virulencia presentes en otros géneros y especies como E. coli,

Klebsiella pneumoniae, Haemophilus influenzae, Chronobacter sakazakii,

Enterobacter fergusonii, Citrobacter koseri, Acinetobacter baumanii, Yersinia pestis,

Shigella flexneri, Salmonella enterica, Shigella dysinteriae y Shigella boydii, todos

considerados patdégenos para el humano, como se muestra en la Figura 11.

) \ 4 N v \a9
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E. fergusonii [} <
H. influenzae 1

K. pneumoni%é
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Figura 11. Correlacién de genes de virulencia encontrados en genomas de L. adecarboxylata
respecto a los encontrados en microorganismos patégenos para humanos. Las barras de color
diferencian los nombres de los microorganismos predichos como patdgenos para el humano, el tamafio de

cada barra representa un mayor o menor nimero de genes de virulencia encontrados en PathogenFinder
(Barrios-Villa et al., 2023).
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7.6 Capacidad de formacién de biopeliculas en cepas de L. adecarboxylata

Para determinar la capacidad de produccion de biopeliculas en cepas de L.
adecarboxylata, se trabajaron Unicamente con 19 cepas, diez elegidas con base al
andalisis de virulencia y nueve por el genotipo de resistencia. Se emplearon las cepas
EAEC y CFT073 como controles positivos de formacién de biopeliculas. La cepa
EAEC mostr6 una mayor formacién de biopeliculas en comparacion con la cepa

CFTO073 bajo las condiciones ensayadas.

En contraste, las cepas de L. adecarboxylata analizadas no presentaron diferencias
significativas en la producciéon de biopeliculas en relacién con las cepas control,
segun los resultados obtenidos mediante tres analisis de ANOVA 'y las pruebas post
hoc de Dunnett, Tukey y Bonferroni (Anexo 5) arrojan un valor de P= >0.9999, por
lo que las cepas de L. adecarboxylata aisladas del brote hospitalario se clasificaron

como productoras fuertes de biopeliculas (Figura 12).

m *CFT073
W *EAEC
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Figura 12. Cuantificacién de biopelicula estitica en 19 cepas de L. adecarboxylata. Ensayos
realizados por triplicado y repetidos tres veces. Andlisis de datos mediante ANOVA y pruebas
estadisticas de Dunnette, Tukey y Bonferroni (valor de P=>0.9999 en cada anélisis). *: Cepas control.
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7.7 Determinacion del perfil plasmidico de las cepas de L. adecarboxylata

Para conocer si las cepas de L. adecarboxylata del estudio tienen la presencia de
plasmidos, se realizé extraccion de ADN plasmidico por el método de lisis alcalina
a todas las cepas (n=28). Como control positivo a la presencia de plasmidos se
empled la cepa AN54 de A. haemolyticus, la cual posee 5 plasmidos de tamafios
conocidos. El analisis del perfil plasmidico indicé la presencia de bandas

plasmidicas en el 100% de las cepas evaluadas, como se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Electroforesis en geles de agarosa al 1% del perfil plasmidico de las cepas de L.
adecarboxylata obtenido mediante lisis alcalina. En todos los paneles C: Cepa control positivo (AN54
de A. haemolyticus con plasmidos de 45.4, 12.8, 11.4, 6.4 y 4.7 kb) y B: Blanco. Panel A) Perfil plasmidico de
cepas 1: Lac-1, 8: Lac-8, 2: Lac-2, 3: Lac-3, 4: Lac-4 y 5: Lac-5. Panel B) Perfil plasmidico de cepas 11: Lac-
11, 12: Lac-12, 13: Lac-13, 14: Lac-14 y 15: Lac-15. Panel C) Perfil plasmidico de cepas 6: Lac-6, 9: Lac-9,
23: Lac-23, 25: Lac-25, 27: Lac-27 y 40: Lac-40. Panel D) Perfil plasmidico de cepas 16: Lac-16, 17: Lac-17,
18: Lac-18, 20: Lac-20, 7: Lac-7 y 10: Lac-10. Panel E) Perfil plasmidico de cepas 21: Lac-21, 29: Lac-21, 32:
Lac-32, 34: Lac-34 y 36: Lac-36.
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7.8 Identificacion del nUumero y tamafio de plasmidos mediante PFGE-S1

Los resultados obtenidos con la metodologia de Kieser indicaron que las 28 cepas
de L. adecarboxylata fueron portadoras de plasmidos. Sin embargo, se
seleccionaron Unicamente 19 cepas de acuerdo con el analisis de virulencia del
apartado 7.5 y con el dendograma del Anexo 4, para identificar el nimero y tamafo
de plasmidos mediante electroforesis en gel de campo pulsado utilizando la enzima
S1 (PFGE-S1). La movilidad relativa de los plasmidos se evalud con el software
GelQuant Express y fue comparada con la movilidad de los plasmidos presentes en
la cepa de referencia NCTC 50192 de E. coli. Los resultados indicaron un promedio
de 6 a 7 plasmidos en las cepas de L. adecarboxylata, con tamafios que oscilan
entre 7 y 380 kb (Figura 14).

155.8 Kb
154 Kb

61.3Kb
66 Kb
40.1Kb
48 Kb

7Kb
7 Kb

Figura 14. Electroforesis en geles de agarosa al 1.2% de los perfiles plasmidicos de las cepas
de L. adecarboxylata obtenido mediante PFGE-S1. En ambos paneles NCTC 50192 es cepacontrol de
E. coli con 4 plasmidos de tamafios conocidos (154, 66, 48 y 7 kb). Panel A) Perfil electroforético de cepas
Lac-1, Lac-5, Lac-2, Lac-6, Lac-7, Lac-8, Lac-9, Lac-10, Lac-11 y Lac-13. Panel B) Perfil electroforético de
cepas Lac-36, Lac-34, Lac-29, Lac-27, Lac-23, Lac-17, Lac-16, Lac-14, Lac-13, Lac-11, Lac-10 y Lac-7.
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7.8.1 Caracterizacion parcial de plasmidos (grupos Inc y relaxasas MOB) de

las cepas de L. adecarboxylata

La caracterizacion in vitro de los pldsmidos en las cepas de L. adecarboxylata se
realizé en un subgrupo de 12 cepas (Lac-3, Lac-4, Lac-7, Lac-8, Lac-11, Lac-12,
Lac-15, Lac-16, Lac-18, Lac-21, Lac-29 y Lac-32) de las cuales no se disponia de
datos de secuenciacion, y para obtener una caracterizacion parcial de todas las
cepas de estudio. La deteccién de los grupos de incompatibilidad plasmidica Inc se
realiz6 mediante PCR, enfocdndose en los grupos descritos en el Anexo 3. Los
resultados indicaron la presencia de los replicones IncFIC, IncColE e IncColETp en
el 100% de las cepas evaluadas (12/12) (Tabla 11).

Adicionalmente, se investigo la presencia de relaxasas de los grupos MOB mediante
PCR, realizando una busqueda de los grupos que se detallan en el Anexo 3. En
promedio, las cepas analizadas presentaron entre 2 y 3 relaxasas distintas,
identificando la presencia de las relaxasas F12 y P51 en el 100% de las cepas
(12/12) y la relaxasa H11 en el 91.6% (11/12), como se resume en la Tabla 11.

Tabla 11. Caracteristicas plasmidicas de cepas de L. adecarboxylata encontradas in

vitro.
No. Ao (kb .
Cepa plasmidos Tamafio (kb) Replicon Relaxasa
=274, 158, 107, 66, 13,
Lac-1 6 6.8 ND ND
. ~275.6, 160, 108, 67,
Lac-2 28.12.6, 7 ND ND
Lac-3 Presenta, ND IncFIC, IncColE, MOBF12, MOBP51,
ND IncColETp MOBH11.
Laca Presenta, ND IncFIC, IncColE, MOBF12, MOBP51,
ND IncColETp MOBH11.
. ~274.3, 154, 108, 65,
Lac-5 40.6, 28,12.6 ND ND
. ~274, 158, 107, 66, 13,
Lac-6 6.8 ND ND
. - =275, 158, 150, 107, 66, | IncFIC, IncColE, MOBF12, MOBP51,
17.8,6.8 IncColETp MOBH11.
*Lac-8 7 ~276, 158, 107, 66, 13, 7 '”C::r]'fé(')rl‘é%"z’ MOB TS, MopPoL
L - ~278.5, 16%;08, 66, 13, - -

62




=270, 158, 107, 66, 13,

Lac-10 6 56 ND ND
IncFIC, IncColE MOBF12, MOBP51
* _ ~ ] il ] ]
Lac-11 6 270, 158, 107, 66, 13, 7 IncColETp MOBHLL
Presenta IncFIC, IncColE MOBF12, MOBP51
* _ 1 ] L] ’ 1
Lac-12 ND ND IncColETp MOBH11.
Lac-13 6 =212, 1212: 1602' 602, ND ND
Lac14 . =274, 1611é12, 160;.3, 60.2, \D ND
Presenta IncFIC, IncColE MOBF12, MOBP51
* - ! ’ ’ ’ ’
Lac-15 ND ND IncColETp MOBH11.
rLac16 5 =272, 161.1, 107.3,60.2, | IncFIC, IncColE, MOBF12, MOBP51,
13.2, 6.8 IncColETp MOBH11.
Lac17 . =272, 16113;12, 160;3, 60.2, \D ND
. Presenta, IncFIC, IncColE, MOBF12, MOBP51,
Lac-18 ND ND IncColET MOBH11.
p
Presenta IncFIC, IncColE MOBF12, MOBP51
* _ ’ ] ] ’ ’
Lac-21 ND ND IncColETp MOBH11.
g . =272, 16113;12, 160;.3, 60.2, \D ND
Lac-27 6 =274, 1212’ 160273’ 602, ND ND
*Lac.09 5 ~168.8, 160.5, 107, 60.2, | IncFIC, IncColE, MOBF12, MOBP51
13.2, 6.8 IncColETp
rLac.32 5 =278, 160, 107, 61.3, IncFIC, IncColE, MOBF12, MOBP51,
13.2, 6.8 IncColETp MOBH11.
.y . ~278.5, 162,6107, 61, 13, \D ND
~268, 156, 111.6,
el 5 60.8,13.2, 6.8 ND ND

Color azul: Cepas sometidas a PFGE-S1 para determinacion de nimero y tamafio de plasmidos.
*: Cepas sometidas a busqueda de replicones Inc y MOB mediante PCR. ND: No determinado.

7.8.2 Caracterizacion parcial in silico de plasmidos de genomas de L.

adecarboxylata

Como parte de la caracterizacién parcial de plasmidos, se realiz6 secuenciacion

masiva de tres cepas (Lac-8, Lac-13 y Lac-34), seleccionadas por la ubicacion de
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clados observada en el dendograma del Anexo 4. Las secuencias preliminares se
ensamblaron con Uniclycler v0.5.0, lo que permitié generar un ensamble hibrido de
Lac-34, combinando las secuencias de dos tecnologias (lllumina Hiseq y MinlON).
Esta doble secuenciacion permitié el cierre del cromosoma y la identificacion de seis
plasmidos en los genomas. Sin embargo, el analisis in silico de plasmidos comenzé
con los 16 genomas con los que contdbamos, intentando identificar replicones Inc,
relaxasas MOB y sistemas toxina/antitoxina, ya que no fue posible determinar el
namero y tamafio de los plasmidos presentes en los genomas obtenidos por Barrios-
Villa. En el 100% de los genomas (16/16) se identificaron los grupos IncFll, IncFIB,
IncQ2. Aungque no se detectaron relaxasas MOB, se identificé la relaxasa TrwC con
actividad de integrasa en todos los genomas. Ademas, en el 81.25% (13/16) se

encontraron los grupos IncHI2, IncHI2A e IncFIlY, como se muestra en la Figura 15.

IncHI2
IncHI2ZA I:l.ﬂ.usencia

IncFll

IncFIB .Presencia

IncQ2
IncFIrY * Relaxasa
*TrwC

Plasmidos

Figura 15. Replicones Inc y relaxasas presentes en 16 genomas de L. adecarboxylata. Color rojo:

Presencia de genes; Color rosa: Ausencia de genes; *: Relaxasa TrwC.

Como se menciono anteriormente, en cada ensamble se identificaron 7 contigs, de
los cuales, uno correspondia al cromosoma y 6 a los plasmidos. En la Figura 16 se
esquematizan los cromosomas de las tres cepas, observandose que en todos se
encuentra el gen fosA**? a nivel cromosémico. En cada plasmido se realiz6 la
blusqueda de genes de resistencia y modulos de movilizacién (SSTA, T4CP y oriT), lo
gue permitio clasificarlos como conjugativos o movilizables, datos que se resumen en
la Tabla 12. Los plasmidos fueron nombrados segun su tamafio de la siguiente
manera: para el genoma de Lac-8, los plasmidos fueron designados como pLAS8.1,
pLA8 2, pLA8 3, pLA8 4, pLA8 5 y pLA8_6; para el genoma de Lac-13, como
pLA13 1, pLA13 2, pLA13 3, pLA13 4, pLA1l3 5y pLAl3 6;y para el genoma de
Lac-34, como pLA34_1, pLA34_2, pLA34_3, pLA34_4, pLA34_5y pLA34_6.
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Ademas, en los tres genomas se realiz0 la busqueda de sistemas toxina-antitoxina
y se identificaron genes asociados con ocho sistemas de adiccion plasmidica: ccdA-
ccdB (100%), kacA-ataT (33.3%), hipA-hipB (66.6%), higA-higB (66.6%), relB-relE
(66.6%), prpA-prpT (100%), vagC-vagD (66.6%), y mntA-hepT (33.3%) (Tabla 12).

McARD M GC Content
A) M GC Content B) L FosALA B CARD

FosALA

ook acrB

[~ 40Mbp

1.0Mbp
1.0Mbp I ; Cromosoma_Lac13
Cromosoma_Lac8 3 - rsmA—emrRe=NKpni=— - 35Mbp

) 4TMpb gy
ATMDD 5y :

ACFAB»TOIR with MarR mutations

KpnF
AcrAB-TolC with\MarR mu{ations
marA KP”E
KpnF cae EF-Tu B CARD
EF-Tu mutants \ B GC Content
adeF 2 - : d
bach, Jeud
[)) B cF}‘#,HEE'nsupt'i1.1_=, influenzae FBF3
r‘srrA-—é?rr‘T____e - _——Vana

1.0Mbp .

Cromosoma_Lac34
- 3.5 Mbp

Figura 16. Cromosomas de tres Sl
genomas de L. adecarboxylata. A) serbT -
Lac8; B) Lac13; C) Lac34. El gen
fosA-*? se encuentra a nivel
cromosomico.

4.7Mpb  1EMes

© 30 Mbp
- 20Mbp |
. . 25Mbp 3
WL ]

AcrAB-TolC with, MarR mytations

mara KpnE
A

KpnF
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Tabla 12. Caracteristicas de plasmidos identificados in silico en tres genomas de L.
adecarboxylata.

Plasmidos: Genotino
Cepa Tamafio resistenrz:ia Inc MOB oriT | SST4 | TACP Categoria SAP
(kb)
aac(6")-ib7; aac(6’)-
Ib7;ant(3°)-
lla;aph(3)- IncHI2:
pLA8.1 Ib;aph(3)-la; MOB . : relB-relE
(2785kb) | aph(®)-dmer9; | " | H b h P~ | Conjugativo | oA hing
blasy; blarem-1s;
catll; dfral9;
gacEA1; sull
i (Tég?{t?) NP NP NP NP NP NP ND prpA-prpT
aac(6")-
(‘ila';‘ig) ib7;gnrb20;aada2;d NP MSB P P P Conjugativo
fral2; gacEA1;sull
pLA8.4 MOB o kacA-ataT
(62.7 kb), blay oy NP F NP NP NP Movilizable ccdA-ccdB
(p7|—§\8k§>) NP NP NP NP NP NP ND NP
(Bl,LQSkbG) NP NP NP NP NP NP ND NP
aac(6")-ib7; aac(6’)-
Ib7;ant(3°)-
lla;aph(3°)- IncHI
pLA13.1 Ib;aph(3)-la; 2; MOB . . relB-relE
(1704 kb) |  aph(6)-ldmer-9: | IncHl | H = # P~ | Conjugativo | o s hing
blashv; blatem-18; 2A
catll; dfral9;
gacEdeltal; sull
higA-higB
[()1Léai\31|§b§ NP NP NP NP NP NP ND prpA-prpT
Lac-13 vagC-vagD
aac(6")-
?i_(%llfb:; ib7:qnrb20:aada2;d | NP MFC,’B p p p sI NP
fral2; gacEAL;sull
(%'5’%155‘;’ blayom.s NP MSB NP | NP | NP | Movilizable NP
p()l7_A31I?b£)3 NP NP NP NP NP NP ND NP
F()liAslka)G NP NP NP NP NP NP ND NP
IncHI
pLA34.1 2; .
(278.5 kb) blatem-1s1; catll IncHI NP P NP NP Movilizable NP
2A
higA-higB
pLA34.2 mntA-hepT
Lac-34 (168 kb) NP NP NP NP NP NP ND prpA-prpT
vagC-vagD
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aac(6")-
?1L0A73§b§ ib7.anb20aadazzd | NP | MOP | e | P | P | conjugativo NP
fral2; gacEA1;sull
?Iééiéf blaypy., NP NP NP | NP | NP | Movilizable | ccdA-ccdB
‘2'7‘@3;5‘;3 NP NP NP NP | NP | NP ND NP
‘Zi@sﬁf NP NP NP NP | NP | NP ND NP

Color verde: Caracteristicas de los plasmidos identificados en el genoma de Lac-8; Color rosa:
Caracteristicas de los plasmidos identificados en el genoma de Lac-13; Color naranja: Caracteristicas
de los plasmidos identificados en el genoma de Lac-34. NP: No presente. P: Presente. ND: No
determinado. oriT: Origen de transferencia. SST4: Sistema de secrecién tipo IV. TACP proteina de
acoplamiento tipo 4. SAP: Sistemas de adiccion plasmidica.

8 DISCUSION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declaré en 2021 que la resistencia a
los antimicrobianos es una de las diez principales amenazas para la salud publica
a las que se enfrenta la humanidad. Entre las principales causas de la aparicién de
microorganismos farmacorresistentes, destaca el uso inadecuado y excesivo de
antimicrobianos (OMS, 2021).

En este contexto, la OMS ha establecido la necesidad de identificar y actualizar
peribdicamente los patdégenos bacterianos clasificados en categorias critica, alta y
media en funcién de su impacto en salud publica (Anexo 6). Las bacterias gram-
negativas resistentes a los antibioticos lideran estas listas, con particular énfasis en
enterobacterias resistentes a cefalosporinas de tercera generacion y a
carbapenémicos (OMS, 2024).

En afios recientes, el numero de reportes de cepas resistentes sobre el
género Leclercia ha aumentado significativamente, aunque persisten importantes
vacios en el conocimiento acerca de este microorganismo y su interaccion con el
hospedero en los niveles tanto clinico como molecular. En particular, L.
adecarboxylata, originalmente descrita como una bacteria ubicua y sensible a los
antibioticos, ha emergido en la dltima década como un patdgeno multirresistente

productor de BLEES, como las cepas reportadas por Mazzariol et al., 2003, Shin et
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al., 2012, Akinbami et al., 2018, Alosaimi et al., 2020 y mas recientemente cepas
productoras de carbapenemasas (Papagiannitsis et al., 2013, Sun et al., 2015,
Riazzo et al., 2017, Garza-Gonzales et al., 2021).

En este trabajo se analizaron cepas y genomas de L. adecarboxylata provenientes
de un brote multihospitalario registrado en 2019, el cual representa la primera
descripcion de infecciones por dicha bacteria en México (Garza-Gonzélez et al.,
2021). Este brote se suma al reportado en Colombia por Correa et al., 2012, pero
asociado a la contaminacién de viales de heparina, en donde también tuvo
protagonismo L. adecarboxylata. Continuando con el trabajo previamente
desarrollado en el Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad
(Pacheco-Flores, 2021), se complementé el analisis de las cepas del brote con la
busqueda de genes asociados con la resistencia antimicrobiana y la virulencia, asi
como la caracterizacidon parcial de los plasmidos que portan estas cepas

multirresistentes.

El analisis cuantitativo realizado mediante pruebas de concentracion minima
inhibitoria segun los estandares del CLSI 2024 permitié relacionar la presencia del
gen blanom-1 con los niveles de resistencia a antibiéticos carbapenémicos y
comprender el mecanismo de resistencia de las cepas. Todas las cepas mostraron
una CMI de 32 pug/mL para meropenem; sin embargo, se observaron variaciones en
la CMI para imipenem. Debido a estas variaciones y de acuerdo con la literatura, se
evalué la contribucion de las bombas de eflujo en la resistencia a los
carbapenémicos. Este hallazgo es consistente con estudios previos como el de
Sanchez-Carbonel et al. 2021, en el que se analizé el efecto del inhibidor CCCP
sobre la resistencia a carbapenémicos en Acinetobacter baumannii. En el caso de
L. adecarboxylata, se observdé que un alto porcentaje de las cepas (92.86%)
presentd una disminucion significativa de la CMI (al menos cuatro veces) para
meropenem e imipenem tras la inhibicién de las bombas de eflujo, lo que sugiere
gue estos sistemas contribuyen de manera importante a la resistencia a

carbapenémicos. Este estudio es la segunda descripcion de la presencia de bombas
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de eflujo tipo RND en Leclercia, siendo la primera reportada en una cepa de origen

animal en China (Cheng et al., 2020).

También se evalud la susceptibilidad de las cepas de L. adecarboxylata frente a
colistina, a pesar de no ser un objetivo especifico, se identificoO genotipicamente la
presencia del gen mcr-9 en los genomas analizados y se emplearon dos
metodologias distintas para la determinacion cuantitativa de la susceptibilidad.
Todas las cepas mostraron una CMI < 1 ug/mL. Este hallazgo sugiere que, a pesar
de la presencia del gen mcr-9 en los genomas, no parece estar involucrado en la
resistencia a colistina y es posible que existan mutaciones en la region promotora
del gen o en los reguladores de transcripcion, que impidan su expresion o funcién
adecuada, lo que podria explicar la falta de actividad observada. Esta hipotesis
merece mayor investigacion mediante estudios bioinformaticos y analisis genéticos
adicionales. Ademas, determind la localizacion del gen en un plasmido conjugativo
IncHI2, lo que coincide con lo reportado por Hutton et al. 2023, quienes identificaron
la presencia de mcr-9 en un plasmido IncFIl de una cepa de L. adecarboxylata
aislada de una pantalla en una biblioteca. Esto resalta la capacidad de L.
adecarboxylata de portar genes de resistencia a antibidticos en plasmidos
conjugativos, lo que puede facilitar la transferencia horizontal de estos genes a otras
bacterias, potenciando la diseminacién de genes de resistencia.

Adicionalmente, se investigd la resistencia a fosfomicina mediada por la
variante fosA*2, con CMI elevadas (512 pg/mL) en todas las cepas. Este hallazgo,
junto con la descripcibn de otros sistemas de resistencia cromosoémicos y
plasmidicos, subraya el potencial de estas cepas para propagar genes de
resistencia en entornos clinicos y comunitarios, poniendo en alerta a los sistemas
de vigilancia epidemiolégica (Carroll et al., 2019). El gen fosAA? se identifico en los
genomas analizados a nivel cromosomico, y este estudio indica los niveles de
resistencia que podria otorgar la variante de esta metaloenzima. Cabe mencionar
gue el uso in vitro de fosfomicina esta recomendado por el CLSI Gnicamente contra
cepas de E. coli aisladas de infecciones urinarias; sin embargo, este antibiético ha

sido empleado como opcidn en el tratamiento de infecciones por enterobacterias

69



MDR y por ERC como K. pneumoniae, ya que es de los “antibiéticos viejos” que han
vuelto a llamar la atencién por la susceptibilidad vista en cepas MDR (Suay-Garcia,
& Pérez-Gracia, 2019).

En 2021, Biggel y colaboradores evaluaron en K. pneumoniae ESBL DR09 la CMI
para fosfomicina debido a que la cepa albergaba el gen fosA8en un plasmido IncN-
IncR. El gen fosA8y las secuencias adyacentes eran homoélogas a la region
cromosémica de fosA8, pero de L. adecarboxylata USDA-ARS-USMARC-60222
(Poirel et al., 2019). K. pneumoniae mostro valores altos de CMI (>1024 mg/L),
siendo menores los valores encontrados en las cepas de L. adecarboxylata de
nuestro estudio, lo que podria justificarse, ya que FosAYA? es una variante de la
familia FosA®8, datos publicados en 2023 por Barrios-Villa, como complemento de

este trabajo (Anexo 7).

Para que una infeccion produzca enfermedad, las bacterias primero deben librar
defensas e incubarse dentro de algun nicho del hospedero. El mecanismo exacto
de propagacion de L. adecarboxylata a los humanos no es del todo claro, pero
implica la destruccion de la barrera cutanea por heridas, traumatismos, catéteres o
asociaciones con ambientes acuaticos (Adapa et al., 2019; Courtois et al. 2020;
Keyes et al., 2020; Harper et al., 2022).

En este trabajo se identificaron genes relacionados con la resistencia y virulencia
de L. adecarboxylata mediante estudio in silico en 10 ensambles. En el andlisis
bioinformético encontramos genes que podrian estar involucrados en la resistencia
a diversas clases de antibidticos, como a aminoglucésidos [aac(3)-1la, aac(6')-Ib3,
aadA2, aph(3Y)-lb, aph(3')-la, aph(6)-1d], quinolonas [aac(6')-Ib-cr, gnrB, qnrS], B-
lactamicos (blatem-1s, blasnv-12), cloranfenicol (catB4, catA2), sulfonamidas (sull),
inhibidores de la sintesis de folato (dfrAl2, dfrAl19), colistina (mcr-9),
carbapenémicos (blanom-1) y componentes de la bomba de eflujo de la familia RND
(acrA, acrB, acrD, acrE, acrF, acrR, acrZ, tolC), con la diferencia que la cepa
proveniente del vial de nutricion parenteral (Lac-34) no portaba blasnv-12, aac(3)-lla,
aac(6)-1b3, aadA2, aph(3)-Ib, aph(3’)-la, aph(6)-Id, mcr-9, ni dfrA19.

70



En cuanto a factores de virulencia, se identificaron in silico genes asociados con
adherencia, motilidad flagelar, formacién de biopeliculas y captacion de hierro,
sugiriendo una posible adaptacién de L. adecarboxylata para colonizar sitios
especificos en el hospedero. Estos resultados representan un avance en la
comprension del potencial patogénico de este microorganismo y abren nuevas
lineas de investigacion sobre su interaccion con el hospedero y su capacidad de

persistir en el ambiente.

Entre los genes de virulencia destacan los relacionados con la adherencia y el
movimiento flagelar como: fimD, flgA, fliC, fliD, flis, yst10, pilQ, pilR, nlpi, csgA, csgC,
hcpA, hepB, hepC, genes que podrian estar involucrados con la expresion de
proteinas de superficie que les permitan su movimiento y adhesion, el cual es un
paso necesario para la patogenicidad bacteriana en otras enterobacterias, lo que
podria hablar de una adaptacion de estas cepas para invadir y colonizar otros
ambientes. También se determiné el gen ibeB que codifica para una proteina
formadora de poros, la cual pudiera estar involucrada con su capacidad de invasion
de tejidos, como se ha reportado en cepas de E. coli 0161-K99-STa (Ling et al.,
2016).

De la misma forma se encontraron genes relacionados con la captacion de hierro
(sideroforos) presentes en bacterias patégenas como mecanismo de adquisicion de
hierro en el hospedero tras una infeccion. Algunos de ellos como como iutA
reportado en E. coli uropatdgena; chuA y chuS en E. coli enterohemorragica
0157:H7; chuS en el género Yersinia y pvdH reportada en Pseudomonas spp. para
sintetizar pioverdina. A la fecha, dentro del género Leclercia no existen reportes de
factores de virulencia, mucho menos, en relacién con sideréforos (Vandenende, et
al., 2004; Lyles, & Eichenbaum, 2018; Ikeda et al., 2021; Kholik et al., 2024). El inico
trabajo que habla de determinantes de la virulencia en las cepas de L.
adecarboxylata es muy reciente, en el cual reportan genes relacionados con la
adherencia como: fimH, afa-draBC, sfaD/focC, papC, papG-ll, fliCD; relacionados
con evasion inmune: agn43, con la adquisicion de hierro: iroN, y que codifiquen a

toxinas: hlyA, vatA, ibeA y cnf-1 (Yescas-Zazueta et al., 2024). Esto representa un
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campo amplio de investigacion para el género, lo que sugiere realizar multiples
analisis para determinar que los genes encontrados tienen alguna implicacion con

su potencial de patogénesis.

La capacidad de L. adecarboxylata de producir biopeliculas se ha dejado ver en los
altimos afnos, este estudio representa otra base para continuar con la investigacion
de estas cepas clinicas en relacién con la produccion de biopeliculas bajo diversas
condiciones. A partir de 19 cepas de L. adecarboxylata se comprobd la alta
capacidad que tienen de producir biopeliculas estaticas en monocultivo. A diferencia
de los recientes reportes, en donde se asocia con otros géneros bacterianos para
producir biopeliculas, como lo reportado por Kumawat y colaboradores en 2019,
donde solo analizaron el comportamiento de L. adecarboxylata LSE-1 y
Bradyrhizobium sp LSBR-3 como bacterias endoéfitas prometedoras en el
crecimiento y la formacion de biopeliculas en cultivo mixto para la produccién de
fosfatasas y deshidrogenasa que ayudan a la descomposicion de materia organica
y mejoran la fertilidad del suelo. Asi mismo, Haque y colaboradores en 2022,
evaluaron la capacidad de 65 rizobacterias para producir biopeliculas, de las cuales
21 exhibieron esta caracteristica, encontrando por secuenciacion a géneros como
G. arilaitensis, E. cloacae, E. acetylicum, S. saprophyticus, P. poae, B. subtilis y L.
adecarboxylata (ESK12) y los clasificaron como aislados halotolerantes formadores

de biopeliculas.

Didouh en 2023 report6 la capacidad de bacterias para formar biopeliculas en acero
inoxidable en una planta lactea en Argelia. Identificaron 59 aislamientos gram-
positivos y 24 aislamientos gram-negativos en donde se destaca la capacidad
limitada de L. adecarboxylata para producir biopeliculas en monocultivo y como un
indicador de un saneamiento deficiente. Otro reporte de la presencia de L.
adecarboxylata en biopeliculas mixtas se describio en polihidroxialcanoatos
recuperados en un reactor de lecho mévil para el tratamiento con naranja acido 7.
Se identificaron cuatro cepas principales: L. adecarboxylata, L. citreum, B. cereus y
R. mucilaginosa, las cuales exhiben caracteristicas de producir biopeliculas densas

y capacidad de biorremediacion (Chang et al., 2024)
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Ademas, en el periodo de 2018-2021, en la cruz Roja de Rockville, E.U. ocurrieron
transfusiones de unidades plaquetarias contaminadas con Acinetobacter spp., S.
saprophyticus y L. adecarboxylata o una combinacién de estas, razon por la que
evaluaron a estas bacterias en monocultivos y cultivos mixtos. Los cultivos que
involucraron a L. adecarboxylata aumentaron la produccion de biopelicula
demostrando en este estudio la capacidad de este género para formar esta
estructura (Hapip et al., 2024). Finalmente, Yescas-Zazueta y colaboradores en
2024, también describen la capacidad de L. adecarboxylata como un rasgo
caracteristico del género, ya que identificaron la prevalencia de dicha caracteristica

en cepas de origen clinico y ambiental.

Por ultimo, se realizé una caracterizacion parcial de los plasmidos mediante analisis
in vitro e in silico, identificando replicones de tipo IncH, IncHI2A, IncF, IncFIlY, IncQ2,
ColE; relaxasas MOBH, MOBP, MOBF, y TrwC, lo que coincide con lo reportado por
Garza-Gonzales y colaboradores en 2021, quienes mencionan la presencia de
grupos de incompatibilidad IncFll, IncH12 e IncH12A en el andlisis del genoma de

tres cepas MDR de L. adecarboxylata provenientes del brote en México.

En el presente estudio, también se identificaron grupos de incompatibilidad que
pertenecen a plasmidos colicinogénicos (IncColE), estos plasmidos se han asociado
en E. coli con la diseminacion de genes qnrB, blactx-m, blacmy, sully 2, tetA 'y strA/B,
lo que concuerda con el genotipo de resistencia encontrado en las cepas de L.
adecarboxylata (Alvarado et al., 2012; Rozwandowicz et al., 2018). Los replicones
IncF, IncFIlY, IncH, IncHI2A, MOBH, MOBP y MOBF han sido reportados en
plasmidos conjugativos en E. coli y otras enterobacterias asociados con la presencia
y la propagacion de genes de resistencia a antibidticos betalactamicos (MOB-C,
MOB-F, MOB-H y MOB-P) (Carattoli, 2009; Alvarado et al., 2012; Garcillan-Barcia
et al., 2015; Yang et al., 2015; Rozwandowicz et al., 2018), lo cual es de importancia
debido a que estas cepas son portadoras de genes de resistencia a antibioticos
carbapenémicos, por lo tanto tienen la capacidad de diseminar estos genes por

conjugacion.
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Por ultimo, se identificaron genes que codifican para los sistemas toxina-antitoxina:
ccdA-ccdB, prpA-prpT, relB-relE, hipA-hipB, kacA-ataT, higA-higB, vagC-vagD y
mntA-hepT, resultados que se suman a lo reportado por Yezcas-Zazueta y
colaboradores en 2024, quienes reportan la presencia de los sistemas ParD-E, Hok-
Sok, VagC-D, CcdA-B, PndA-C y PemK-A, en cepas de L. adecarboxylata en
México. Estos sistemas les confieren a los plasmidos, la capacidad de persistir en
las bacterias asegurando su prevalencia y diseminacion (Schaufler et al., 2013).
Estos resultados resaltan el riesgo potencial de diseminacion de genes de
resistencia mediante conjugacién, subrayando la importancia de una vigilancia
constante y estrategias integrales para mitigar la propagaciéon de bacterias
potencialmente patdgenas multirresistentes, como las cepas de L. adecarboxylata

descritas en este estudio.

9 CONCLUSIONES

1. Este estudio muestra cepas de L. adecarboxylata MDR provenientes de un
brote hospitalario con una CMI importante a carbapenémicos (8,16 y 32
pug/mL), asi como la presencia de una bomba de eflujo de la familia RND que
pudiera estar involucrada en la resistencia a antibiéticos carbapenémicos.

2. El gen mcr-9 encontrado en los genomas de L. adecarboxylata parece no
tener actividad para la resistencia a las polimixinas, ya que todas las cepas
son sensibles a colistina.

3. Enlos genomas de L. adecarboxylata se identificé la variante fosAA2, |a cual
puede tener una participacion en la resistencia a fosfomicina con una CMI de
512 pl/mL. El gen fosA*A? se encuentra a nivel cromosoémico, lo que cual,
puede contribuir significativamente a la creciente preocupacién por la
resistencia antimicrobiana.

4. Este estudio identifica genes que podrian participan en el movimiento,
adhesion, en su capacidad de invasion y es el primer reporte de
determinantes en la adquisicion de hierro de L. adecarboxylata, o que

proporciona bases de su mecanismo de virulencia.
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Se evidencio la capacidad de L. adecarboxylata para producir biopeliculas,
evento que junto con los genes de resistencia que alberga en plasmidos
conjugativos y movilizables, hacen que esta bacteria represente una sefial
de alerta epidemiolégica y resalta la necesidad de ser vigilada y monitoreada.
Las relaxasas mas frecuentes en los plasmidos que portan las cepas de L.
adecarboxylata fueron de la familia MOB-F y MOB-P, seguida de MOB-H e
in silico la relaxasas TrwC.

Los grupos de incompatibilidad IncF, ColE y ColETp se identificaron in vitro
en todas las cepas de L. adecarboxylata, mientras que los grupos IncHI2 e
IncHI2A fueron los mayormente encontrados en el estudio bioinformatico y
son plasmidos con potencial de transferencia horizontal de genes de
resistencia a antibiéticos de Ultima eleccién terapéutica, lo cual representa
una sefial de alerta epidemioldgica en los hospitales, principalmente para

pacientes inmunocomprometidos.
10 PERSPECTIVAS

Realizar ensayos parar medir la actividad de otras bombas de eflujo y
analizar su relacion con la resistencia observada a otras clases de
antibioticos.

Realizar ensayos de las cepas de L. adecarboxylata en modelos in vitro e in
vivo para evaluar la virulencia de estas cepas y su interaccion con el sistema
inmunolégico de un hospedador como Galleria mellonella.

Investigar y estimar el nivel de supervivencia en macréfagos y en otros
modelos in vivo de cepas de L. adecarboxylata.

Realizar ensayos para evaluar la importancia de los sideréforos en la
patogénesis de L. adecarboxylata.

De acuerdo con los ensayos de virulencia y supervivencia, proponer un
posible mecanismo de patogénesis en cepas de L. adecarboxylata MDR.
Investigar como contribuye a la resistencia y a la virulencia la capacidad de
L. adecarboxylata para formar biopeliculas estaticas y aéreas en presencia

de diferentes clases de antibidticos.
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Evaluar la integridad de las regiones promotoras del gen mcr-9 y realizar
andlisis bioinforméticos para posteriormente clonar el gen en E. coli y evaluar
si en otro vector confiere resistencia a colistina.

Comparar los pldsmidos que acarrean estas cepas con otros plasmidos
encontrados dentro del género en otros paises u origenes.

Comparar la presencia de genes de virulencia en secuencias de L.
adecarboxylata depositadas en bases de datos provenientes de diversos
origenes con las secuencias de los genomas de las cepas de este estudio.
Realizar estudios epidemiolégicos en México para determinar la prevalencia
y la distribucion de cepas de L. adecarboxylata en diferentes entornos, para
realizar estudios de rastreo genético.

Utilizar técnicas de tipificacion molecular, como MLST (Multi-Locus
Sequence Typing) y analisis de SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)
para analizar cepas de L. adecarboxylata aisladas de diferentes fuentes y
tratar de comprender su adaptacion a entornos clinicos.

Investigar la eficacia de nuevos antimicrobianos o combinaciones de estos
en cepas de L. adecarboxylata resistentes a carbapenémicos.

Evaluar la capacidad de L. adecarboxylata para metabolizar diferentes

sustratos (como metales pesados) en procesos de biorremediacion.
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8.
9.

ANEXO 1. Metodologias

Protocolo de extraccion de ADN gendmico por el kit de

extraccion Wizard Genomic DNA Promega

A partir de un cultivo puro crecido durante 18 horas a 37°C en caldo BHI
(3mL) con agitacion:

Agregue 1 mL de un cultivo a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.
Centrifugar a 13,000 rpm durante 2 minutos para sedimentar las células.
Retire el sobrenadante. Y repita nuevamente el paso 2 para formar una
pastilla de células.

Agregue 600 pl de solucién de lisi. Pipetear suavemente hasta que las
células se vuelvan a suspender.

Incubar a 80 °C durante 5 minutos para lisar las células; Luego enfriar a
temperatura ambiente 10 min.

Agregue 4 pul de soluciébn de ARNasa al lisado celular. Invierta el tubo
suavemente 5 veces para mezclar.

Incubar a 37 °C durante 60 minutos. Enfriar la muestra a temperatura
ambiente.

Agregue 200 ul de Solucién de Precipitacion de Proteinas al lisado celular
tratado con RNasa. Vortex vigorosamente a alta velocidad durante 20
segundos para mezclar la Solucion de Precipitaciéon de Proteina con el
lisado celular.

Incubar la muestra en hielo durante 5 minutos.

Centrifugar a 13,000 rpm durante 3 minutos.

10.Transfiera el sobrenadante que contiene el ADN a un tubo limpio de

microcentrifuga de 1,5 ml que contiene 600 pl de isopropanol a temperatura
ambiente. Nota: Puede quedar algo de sobrenadante en el tubo original que
contiene el sedimento de proteinas. Deje este liquido residual en el tubo
para evitar contaminar la solucién de ADN con la proteina precipitada. En
caso de tomar proteinas en el microtubo nuevo, centrifugar nuevamente a

13,000 rpm durante 2 minutos.
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11.Mezclar suavemente por inversion hasta que las hebras de ADN formen una
masa visible.

12.Centrifugar a 13,000-16,000 x g durante 2 minutos.

13.Vierta cuidadosamente el sobrenadante y drene el tubo en papel
absorbente limpio. Agregue 600 pl de etanol al 70% a temperatura ambiente
e invierta suavemente el tubo varias veces para lavar el sedimento de ADN.

14.Centrifugar a 13,000-16,000 x g durante 2 minutos. Aspirar
cuidadosamente el etanol.

15.Vacie el tubo en un papel absorbente limpio y deje que la pastilla se seque
al aire durante 10—15 minutos.

16.Agregue 100ul de solucién de rehidratacion de ADN al tubo y rehidrate el
ADN incubando a 65 °C durante 1 hora. Mezcle periédicamente la solucion
golpeando suavemente el tubo. Alternativamente, rehidrate el ADN
incubando la solucién durante la noche a temperatura ambiente o a 4 °C.

17.Almacenar el ADN a 2-8 °C

Metodologia para la Electroforesis en Gel de Campos
Pulsados (Cortés-Cortés, 2016)

Electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE)

Después de la extraccion plasmidica se realizara la electroforesis en gel de campos
pulsados. El procedimiento incluye lisis de la bacteria embebida en un “plug” de
agarosa de bajo punto de fusién, seguido de tratamiento con nucleasa S1 que
lineariza los plasmidos y por ultimo se hace la electroforesis en gel de campos
pulsados para separar las moléculas de plasmidos. Se seguira el protocolo

propuesto por Cortés-Cortés 2016, para E. coli.
Preparacion de los insertos:

A partir de un cultivo puro crecido durante 24 h en agar BHI, se realizara una
suspension en 1 ml de Buffer SE (75mM NaCly 25mM EDTA, pH 8) hasta conseguir
una absorbancia de 1.35-1.5 a 610 nm. Se preparara agarosa al 1.5% en tampon
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TE (10mM Trisy 1ImM EDTA) y se mantendra a 54°C. Se preparara una mezcla de
0.5 ml de la suspension bacteriana con 0.5 ml de agarosa y se crearan moldes

(insertos). Se dejara solidificar 10 minutos en refrigeracion.
Lisis bacteriana:

Se emplearan 3 insertos por cepa, a los que se afiadiran 3 ml de Buffer de lisis [50
mM Tris; 50 mM EDTA pH 8; 1% sarcosil; 0.3 mg/ml proteinasa K y se dejara incubar

durante 24 h en bafio Maria a 54°C.
Lavado de los insertos:

Se eliminara el Buffer de lisis y se realizaran lavados en bafio Maria a 54°C,

agregando:

- 3 ml de agua destilada estéril cada 10 min, tres veces.

- 3 ml de Buffer TE cada 10 min, dos veces.

- 3 ml de Buffer TE a temperatura ambiente, una vez.

Los insertos se conservaran en 3 ml de Buffer TE a 4°C hasta su utilizacion.
Digestién enzimatica:

Se hard una digestion de medio inserto de cada cepa con la enzima Xbal,
generando fragmentos de acuerdo con los sitios de corte especificos de la enzima.
El volumen final del tampdn de digestion sera de 100 pl por tubo, a los que se les
afadira 40 U de enzima Xbal, 10 pl de Buffer 10X de la enzima y agua estéril. La

mezcla y el inserto se dejaran incubar durante 40min h a 37°C.

Reaccion:
Enzima S1: 1.6 ul
Buffer 5X: 20 pl

Agua: 78.4 pl
Vol. Final: 100 pl
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La reaccion se detendra poniendo los insertos en tubos con EDTA 0.5M/1% de
sarcosil y dejando incubar en hielo durante 10 min. El exceso de sarcosil se retirara

con papel absorbente antes de cargar el inserto en el gel de corrimiento.
Preparacion del gel de agarosa:

El gel de agarosa se preparard al 1.2% disuelta en TBE 0.5X. Los pozos se
rellenaran con los insertos, cargando en el primer y altimo pozo el marcador de peso

molecular; finalmente, los pozos se sellaran con agarosa.
Electroforesis:

La electroforesis se llevara a cabo en una cdmara de campos pulsados con 2 L de
TBE 0.5X suplementado con tiourea. El gradiente de voltaje sera de 6 V/cm y se

empleard una rampa lineal pulsada de 1 a 30 seg durante 23 hrs a 14°
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ANEXO 2. Soluciones

Soluciones para lisis alcalina
Solucién 1

- Sacarosa 0.3 M: Pesar 3.0807grs y aforar a 30 mL con agua destilada
(esterilizar por membrana).

- Tris-HCI 25mM pH:8; Pesar 0.0454 grs y aforar a 15 mL con agua destilada
estéril (esterilizar 10Lbs por 10 min).

- EDTA 25mM pH=8; Pesar 0.13959 grs y aforar a 15 mL con agua destilada
estéril (esterilizar 10Lbs por 10 min).

Solucién 2

- Acetato de potasio 3M: Pesar 14.72 grs y aforar a 50 mL con agua destilada
estéril (esterilizar 10Lbs por 10 min).

- SDS; Pesar 0.5 grs y aforar a 4 mL con agua destilada estéril (esterilizar
10Lbs por 10 min).

- NaOH 5M: Pesar 0.399 grs y agregar 2 mL agua destilada estéril

Mezcla 300 pl de NaOH 5M y 1 ml de SDS 10% en 3.7 ml de agua
Célculos para 15 cepas aproximadamente:

2mL de NaOH, 30 mL de sacarosa, 15mL de Trsi-HCI, 15 mL de EDTA, 4mL de
SDS y 50 mL de Acetato de potasio.

Soluciones para campos pulsados (PFGE)
1. Tris 1M, para 50 mL pH:8.0

Pesar 3.028 g de Tris, disolver en 40 mL de agua destilada en agitacion y aforar a

50 mL , esterilizar a 10 libras por 10 minutos y conservar en refrigeracion.

2. EDTA 0.5M para 20 mL pH: 8.0
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Pesar 3.7224 g de EDTA, disolver en 10 ml de agua destilada en agitacion con un
pH alcalino entre 8 y 10 (el EDTA solo se disuelve a un pH alcalino), una vez disuelto
el EDTA se ajusta a pH 8 con de NaOH 50% y HCL concentrado y se aforar a 20 ml
con agua destilada, esterilizar a 10 Ibs por 10 min. y conservar en refrigeracion.

3. TBE 10X, para 300 mL pH:8.0
. Tris0.89M, Acido bérico 0.89M, EDTA 0.02M

Pesar 32.344 gr de Tris y 16.5gr de acido borico y disolverlos en 200 mL de agua
destilada estéril, en agitacion usando el agitador magnético (la disolucion de estos
componentes es tardada incluso en agitacion constante), agregar 2.233 gr de EDTA
012 mL de EDTA 0.5M pH=8y aforar con agua destilada estéril a 300mL, conservar

a temperatura ambiente. Nota: 300mL alcanzan para 2 corridas electroforéticas.
4. Buffer de lisis para 50 mL (Preparar al momento de uso)
. Tris 50 mM; EDTA 50 mM, pH 8

Mezclar 2.5 mL de Tris 1M + 5 mL de EDTA 0.5M pH=8 + 42.5 mL de agua destilada
estéril.

5. Buffer TE paralL
. Tris 10mM y EDTA 1ImM pH=8

Mezclar 10 ml de Tris 1M + 2 ml de EDTA 0.5M pH= 8, aforar a 1L y esterilizar a 10
libras por 10 min
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ANEXO 3. Oligonucledétidos y condiciones de PCR

Tabla |. Secuencias de oligonucledétidos y condiciones de las PCR, usados para la
determinacion de los grupos Inc (Carredn-Leon et al., 2019)

Oligonucledtido . - . Tamafio .
i Ciclos Condiciones de reaccion Esperado Referencia
(Secuencia)
(pb)
PCR Multip
IncHI1-F: GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC
INCHI1-R: TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA arl
IncHI2-F: TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC Desnaturalizacion: 94°C/1min :
; ; . RO° Carattoli
_ 30 Alineamiento: 60°C/30seg 644 et al. 2005
IncHI2-R: GGCTCACTACCGTTGTCATCCT Extensién: 72°C/1min )
Incll-F: CGAAAGCCGGACGGCAGAA
Incll-R: TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT 139
PCR Multip
IncX-F: AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT
InNcX-R: TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC 376
IncL/M-F: GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG Desnaturalizacion: 94°C/1min Caratiol
IncL/M-R: CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG 30 Alineamiento: 60°C/30seg 785 et al, 2005
Extensién: 72°C/1min
IncN-F: GTCTAACGAGCTTACCGAAG
InNcN-R: GTTTCAACTCTGCCAAGTTC 559
PCR Multip
IncFIA-F: CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG
IncFIA-R: GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG Desnaturalizacion: 94°C/1min 462 —
IncFIB-F: TCTGTTTATTCTTTTACTGTCCAC 30 Allneamllent0.°60 C/?:Oseg et al, 2005
Extensién: 72°C/1min 683

IncFIB-R: CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT
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IncW-FCCTAAGAACAACAAAGCCCCCG

IncW-R: GGTGCGCGGCATAGAACCGT 242
PCR Multiplex4
IncY-F: AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG 30 765
IncY-R: GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT Carattoli
Incp-F: CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA Desnaturalizacion: 94°C/1min 534 et al, 2005
) Alineamiento: 60°C/30seg
Incp-R: TCACGCGCCAGGGCGCAGCC Extensién: 72°C/1min
IncFIC-F: GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG 262
IncFIC-R: TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT
PCR Multiplex5
IncA/C-F: GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA 30 465
IncA/C-R: ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT .
Carattoli

IncT-F: TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT Desnaturalizacion: 94°C/1min 750 et al, 2005
INcT-R: TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT Alineamiento: 60°C/30seg
IncFlI-F: CTGATCGTTTAAGGAATTTT Extension: 72°C/1min 258-
IncFlI-R: CACACCATCCTGCACTTA 262
IncFrepB-F: TGATCGTTTAAGGAATTTTG 30 Desnaturalizacion: 94°C/1min 270 Carattoli
IncFrepB-R: GAAGATCAGTCACACCATCC Alineamiento: 60°C/30seg et al, 2005

Extension: 72°C/1min
IncK/B-F: GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 30 Desnaturalizacién: 94°C/1min 160 Carattoli
IncK-R: TCTTTCACGAGCCCGCCAAA Allneam|e_nto: 60°C/30_seg et al, 2005

Extension: 72°C/1min
IncK/B-F: GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC 30 Desnaturalizacion: 94°C/1min 159 Carattoli
IncB/O-R: TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA Alineamiento: 60°C/30 seg et al, 2005

Extension: 72°C/1min
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IncR-F: TCGCTTCATTCCTGCTTCAGC 30 Desnaturalizacion: 94°C/1min 251 Garcia- Fernandez

IncR-R: GTGTGCTGTGGTTATGCCTCA Alineamiento: 60°C/30 seg P
Extensién: 72°C/1min

Incu-F: TCACGACACAAGCGCAAGGG 30 Desnaturalizacion: 94°C/1min 843 Garcia- Fernandez

Incu-R: TCATGGTACATCTGGGCGC Alineamiento: 60°C/30 seg etal.,
Extension: 72°C/1min 2009

oricolE-F: GTTCGTGCATACAGTCCA 30 Desnaturalizacion: 94°C/1min 187 Garcia- Fernandez

oricolE-R: GGCGAAACCCGACAGGACT Alineamiento: 60°C/30 seg ora
Extension: 72°C/1min

oricolE-F: GTTCGTGCATACAGTCCA 30 Desnaturalizacion: 94°C/1min 106 Garcia- Fernandez

oricoLETP-R: GGTTTACCGGTGTCATTCC Alineamiento: 60°C/30 seg ';tog'é
Extension: 72°C/1min

IncFIlY-F: TGGYAGGGAACTGGTTCTG 30 Desnaturalizacion: 94°C/1min 227 Villa et al.,

IncFIIY-R: GTRAGTCACACCTTCCCGC Alineamiento: 60°C/30 seg 2010
Extension: 72°C/1min

IncFlIs-F: CTAAAGAATTTTGATGGCTGGC 30 Desnaturalizacién: 94°C/1min 259-260 Villa et al.,

IncFlls-R: CAGTCACTTCTGCCTGCAC Alineamiento: 60°C/30 seg 2010
Extension: 72°C/1min

IncFIIY-F: TGGYAGGGAACTGGTTCTG 30 Desnaturalizacion: 94°C/1min 227 Villa et al.,

IncFIIY-R: GTRAGTCACACCTTCCCGC Alineamiento: 60°C/30 seg 2010
Extension: 72°C/1min

IncFlIs-F: CTAAAGAATTTTGATGGCTGGC 30 Desnaturalizacion: 94°C/1min 259-260 Villa et al.,

IncFlls-R: CAGTCACTTCTGCCTGCAC Alineamiento: 60°C/30 seg 2010
Extension: 72°C/1min

IncFIIK-F: TCTTCTTCAATCTTGGCGGA 30 Desnaturalizacion: 94°C/1min 142-148 Villa et al.,

Alineamiento: 60°C/30 seg 2010

IncFIIK-R: GCTTATGTTGCACRGAAGGA

Extension: 72°C/1min

*Desnaturalizacion Inicial: 94°C/5min; Extension Final: 72°C/5min
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Tabla ll. Secuencias de oligonucleotidos y condiciones de las PCR, usados para
la determinacion de relaxasas MOB (Carredn-Leon et al., 2019).

Oligonucleétido MOB Tamafio
. Ciclos Condiciones de reaccion esperado Referencia
(Secuencia)
(pb)
F11-F: GCAGCGTATTACTTCTCTGCTGCCGAYGAYTAYTA Desnaturalizacion:94°C/30s
F11.R: ACTTTTGGGCGCGGARAABTGSAGRTC 25 Al|neam|§’nto: 53°C/30 s 234 Alvarado
Extension: 72°C/30s
F12-F: AGCGACGGCAATTATTACACCGACAAGGAYAAYTAYTA Desnaturalizacion:94°C/30s Alvarado
F1-R: ACTTTTGGGCGCGGARAABTGSAGRTC 25 Alineamiento: 55°C/30's 234 etal., 2012
Extension: 72°C/30s
P11-F: CGTGCGAAGGGCGACAARACBTAYCA Desnaturalizacion:94°C/30s Alvarado
P1-R: AGCGATGTGGATGTGAAGGTTRTCNGTRTC 25 Alineamiento: 60°C/30 s 180 etal., 2012
Extension: 72°C/30s
P12-F: GCACACTATGCAAAAGATGATACTGAYCCYGTTTT Desnaturalizacion:94°C/30s
30 Alineamiento: 53.8°C/30 s 189 Alvarado
P1-R: AGCGATGTGGATGTGAAGGTTRTCNGTRTC T etal., 2012
Extension: 72°C/30s
P131-F: AACCCACGCTGCAARGAYCCVGT Desnaturalizacion:94°C/30s Alvarado
P1-R: AGCGATGTGGATGTGAAGGTTRTCNGTRTC 30 Alineamiento: 59°C/30 s 180 etal., 2012
Extension: 72°C/30s
P14-F: CGCAGCAAGGACACCATCAAYCAYTAYRT Desnaturalizacion:94°C/30s Alvarado
25 Alineamiento: 50°C/30 s 174
P1-R: AGCGATGTGGATGTGAAGGTTRTCNGTRTC g etal., 2012
Extension: 72°C/30s
P3-F: CCGTGAGCCAAATCACACAGAATATKRTBTT Desnaturalizacion:94°C/30s Alvarado
25 Alineamiento: 50°C/30 s 177
P3-R: CGAAAGCCAACATGAACATGHGGATKHTC etal., 2012

Extensién: 72°C/30s
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P4-F: GCGTTCAGGATGGTCYTBTCSATGCC

Desnaturalizacion:94°C/30s

: . P Alvarado
PA-R: CGGTTTTGACCGTCAGATGSVMATGCGG 25 Alineamiento: 64°C/30 s 163 etal., 2012
Extension: 72°C/30s
P51-F: TACCACGCCCTATGCGAARAARTAYAC Desnaturalizacion:94°C/30s Alvarado
P5-R: CCCTTGTCCTGGTGYTSNACCCA 30 Alineamiento: 58°C/30 s 167 etal., 2012
Extension: 72°C/30s
P52-F: GATAGCTTGATTTTAATAACACCAAYACYTAYAC Desnaturalizacion:94°C/30s Alvarado
) 30 Alineamiento: 58°C/30 s 175
P5-R: CCCTTGTCCTGGTGYTSNACCCA ., . etal., 2012
Extension: 72°C/30s
P53-F: GGGCTCGCACGAYCAYACNGG Deyﬁmﬂdﬁadém94“ﬂ305 Alvarado
P53-R: GCCCAGCCCTTTTCRTGRTTRTG 30 Alineamiento: 65°C/30 s 345 etal., 2012
Extension: 72°C/30s
Q11-F: CAATCGTCCAAGGCGAARGCNGAYTA Desnaturalizacion:94°C/30s Alvarado
Q11-R: CGCTCGGAGATCATCAYYTGYCAYTG 30 Alineamiento: 50°C/30 s 331 etal., 2012
Extension: 72°C/30s
Q12-F: CTGGAATATACTGAACACGGNAAYATGCC Desnaturalizacion:94°C/30s Alvarado
30 Alineamiento: 52°C/30 s 341
Q12-R: ATCCTTGGTGTTAGCACGTTTRAARWAYTG ., etal., 2012
Extension: 72°C/30s
H121F: GCCAGCTTCCGAATCACAYCAYCAYCG Desnaturalizacion:94°C/30s
25 Alineamiento: 59°C/30 s 313 Alvarado
H121R: GTCGCTTGTCGCGCCACCGDATRAARTA oo etal., 2012
Extension: 72°C/30s
H2-F: AGTTCCCAGCCTCAGAAATCCAYCAYCAYKC Desnaturalizacion:94°C/30s Alvarado et al
25 Alineamiento: 68°C/30 s 264 v

H2-R: GCGGACCGTGCCANGGRTGCCA

Extension: 72°C/30s

2012

*Desnaturalizacion Inicial: 94°C/4min ; Extension Final: 72°C/10min
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ANEXO 4.

Figura |. Dendograma de patrones de restriccion con la enzima Xbal

(Pacheco-Flores, 2021). Pulsotipo
Arbol filogenético PFGE Xbal1 Cepa Grupo

B R - Lac-6 A la
. S Lac-16 A 1b
I SR T Lac-17 A 1c
[ IR Lac-36 A 1d
10y y®eun Lac-34 A 1e
0y e Lac-29 A 1f
I @11 ;emaao Lac-32 A 1g
v By mEnax Lac-21 A 1h
B SR Lac-20 A 1
I @ v memac Lac-18 A 1]
Ey — Lac-7 B 2a
| - e Lac-10 B %b
N B — Lac-9 c 3a
T @ Btew Lac-23 C 3b
' :l I - Lac-40 c 3¢

B Ty mmaac
* . Lac-25 C 3d
P e Lac-27 C 3e

I T T T 1
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

Dendograma UPGMA y PFGE de los patrones de restriccion obtenidos de la digestién enzimatica con la enzima Xbal1, de
las cepas Lac-6*, Lac-16, Lac.17*, Lac-36*, Lac-34*, Lac-29, Lac-32, Lac-21, Lac-20*, Lac-10%, Lac-18, Lac-7, Lac-9*, Lac-
23*, Lac-40*, Lac-25%, Lac-27*, en donde se observan 3 grupos estrechamente relacionados (A, By C).

*. Cepas secuenciadas

Coeficiente
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Figura Il. Dendograma completo de patrones de restriccion con la enzima Xbal

(Pacheco-Flores, este estudio).

0nas 044 . 081
Coeficiente DICE

Figura 4. Dendograma de los patrones de restriccion de las 28 cepas de L. adecarboxylata obtenidos de la digestion con Xbal.

Datos tomados y modificado de Pacheco-Flores, 2021.
Genomas ensamblados por Barrios-Villa.

- Genomas elegidos para realizar analisis bioinforméticos en este trabajo.
| Genomas secuenciados para realizar analisis bioinformaticos de plasmidos en este trabajo.
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Cepa
Lac-1
Lac-2
Lac-3
Lac-5
Lac-4
Lac-6
Lac-16
Lac-36
Lac-32
Lac-29
Lac-34
Lac-20
Lac-21
Lac-17
Lac-18
Lac-7
Lac-10
Lac-11
Lac-12
Lac-13
Lac-14
Lac-15
Lac-8
Lac-9
Lac-40
Lac-23
Lac-25

Lac-27
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ANEXO 5. Andlisis estadistico formacion de peliculas.

Figural. Anélisis ANOVA en herramienta Graph Prism 10.2.2 para las cepas
productoras de biopeliculas mediante prueba Dunnett

Ordinary one-way ANOVA
ANOVA results
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Figura ll. Anélisis ANOVA en herramienta Graph Prism 10.2.2 para las cepas
productoras de biopeliculas mediante prueba Bonferroni
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F
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Figura lll. Andlisis de la comparacién ANOVA de una via con la herramienta Graph
Prism 10.2.2 para las cepas productoras de biopeliculas con prueba Tukey.
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22 22 CFTF073vs. 29 0.03538 4902 0 4872 Mo ns =0.9999 AR
23 ANOVA 1ablo 55 (L3 M5 F{DFn, DFd) Pva 23 | CFTFO73vs. 32 0.06512 -4.88310 4503 Mo ns =0.9099 AS
24 Tieatmend (bebween columns) 0.06832 20 0003416 F(20,42)=0.001252 P=0 24 | CFTF073vs. 24 -0.006952 404510 4821 Mo ns =0.8999 AT
25  Residual (wihs columng 1060 a2 2525 25 | CFTFO073vs. 36 0.04263 -4.895 1o 4 980 Mo ns =0.9998 Al
26 Total 106.1 62 26 | EAECvs. 1 01084 -4.829 10 5.046 Mo ns =0.9999 B-C
27 27 EAECvs. 2 0117 -4.821 10 5.055 Mo ns =0.9999 B-D
28 Data summary 28 | EAECvs. S5 01016 -4836 105039 Mo ns =0.9599 B-E
29 Number of restmenms (Columns ) n 29 EAECvE. 6 01170 -4.821 10 5.055 Mo ns =0.9999 B-F
30 Number of values (lotal) 63 30 | EAECvs.7 008534 -4 84810 5027 Mo ns =0.9599 B-G
n M EAECvs. 8 0.1205 -4.817 to 5058 Mo ng =0.9999 BH
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ANEXO 6. Actualizacién de la lista de patdgenos prioritarios para la creacion de
nuevos antibiéticos.

‘ Critical group High group lfff Medium group
! - — .

| L
———— ———————y

Tomada de World Health Organization, 2024.
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ANEXO 7. Actividades desarrolladas durante la maestria

e Publicaciones

Barrios-Villa, E., Pacheco-Flores, B., Lozano-Zarain, P., Del Campo-Ortega, R., de
Jesus Ascencio-Montiel, I., Gonzalez-Leon, M., Camorlinga-Ponce, M., Gaytan
Cervantes, F. J., Gonzélez Torres, C., Aguilar, E., Gonzalez Ibarra, J., Torres Lépez,
F. J., Rosas-Vargas, H., Gonzalez-Bonilla, C. R., & del Carmen Rocha-Gracia, R.
(2023). Genomic insights of Leclercia adecarboxylata strains linked to an outbreak
in  public hospitals in Mexico. Genes and Genomics, 45(5), 569-
579. https://doi.org/10.1007/s13258-022-01348-4

e Presentaciones en congresos

Brenda Pacheco-Flores, Rosa del Carmen Rocha-Gracia, Patricia Lozano-Zarain,
Edwin Barrios-Villa. Estudio del resistoma de cepas de Leclercia
adecraboxylata resistentes a carbapenémicos, aisladas de un brote
hospitalario. Primer Simposio de Farmacologia: “Combatiendo la resistencia a los
antimicrobianos”. 22 y 23 de noviembre de 2023. Cartel. Facultad de Medicina.
BUAP. Puebla

Brenda Pacheco-Flores, Rosa del Carmen Rocha-Gracia, Edwin Barrios-Villa,
Patricia Lozano-Zarain, Cesar Raul Gonzales-Bonilla. Estudio del resistoma y
plasmidoma de cepas de Leclercia adecraboxylata resistentes a
carbapenémicos, aisladas de un brote hospitalario. XLI Congreso
Interamericano de Infectologia Pediatrica “Dr. José Luis Castafieda Narvaez”. 30 de
noviembre al 02 de diciembre 2023. Oral. Obtencién del primer lugar, Trabajos
libres. Categoria Investigacion Basica. San Luis Potosi.

Brenda Pacheco-Flores, Rosa del Carmen Rocha-Gracia, Edwin Barrios-Villa,
Patricia Lozano-Zarain, Cesar Raul Gonzales-Bonilla. Analisis del plasmidoma de
cepas de Leclercia adecarboxylata productoras de biopelicula, aisladas de un
brote hospitalario. XLVIII Congreso Nacional de Infectologia y Microbiologia
Clinica. 22 al 25 de mayo 2024. Cartel. Categoria Investigacion Basica. Puebla.

e Cursosy talleres

Asistencia al 3er Congreso Nacional de Bacteriologia y Virologia Clinico-Molecular.
12 al 13 de noviembre de 2022. Asociacion Poblana de Ciencias Microbiologicas.
Veracruz.

Asistencia al Coloquio Internacional entre Grupos de Investigacion Microbiolégica y
Bioquimica. 04 de marzo de 2023. Asociacion Poblana de Ciencias Microbiologicas.
Puebla.
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Participacion en Curso teorico-practico: El uso de los antibidticos y las nuevas
estrategias para combatir su resistencia. Agosto 2023. Asociacion Poblana de
Ciencias Microbiolégicas. Puebla

e Actividades de difusion y divulgacion

Socio Activo Estudiante de la Asociacién Poblana de Ciencias Microbiologicas
durante el periodo noviembre 2022 a noviembre 2025. Puebla.

Colaborador en el recorrido "El simbolo de la resistencia: las Superbacterias”,
durante el Puertas abiertas BUAP 2022. 3 de diciembre del 2022. ICUAP. BUAP.
Puebla.

Infografia “;Qué son las bacterias resistentes?” en el Segundo concurso de
infografias y podcast de divulgacion del ICUAP. Noviembre 2023. BUAP. Puebla.

Participacion como evaluador de carteles del Primer Simposio de Farmacologia:
Combatiendo la Resistencia a los Antimicrobianos. 22 de noviembre de 2023.
Facultad de Medicina. BUAP.

Ponente en el marco del Dia Internacional de la Mujer y la Nifia en la Ciencia.
“¢ Super bacterias?”. 12 de febrero de 2024. Colegio de Bachilleres del Estado de
Puebla.

Presentacion y participacion del libro “BUAP: postpandemia y perspectivas de
futuro, ¢Qué sigue?”. FENALI 37. 22 de marzo 2024. Edificio Carolino BUAP.
Puebla.
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Abstract

Background Leclercia adecarborylata is a becteria closely related to Escherichia coll according to its biochemical charac-
teristics and is commonly considered non-pathogenic although a growing number of publications classify it & an emerging
pathogen. Fosfomycin resistance is a common trait for L. adecarborylata encoded I:l_'r_,r&.lsdu gene.

Objective To analyre genomic traits of sivteen L. adecarboxylata strains isolated from blood colture and a bottle of total
parenieral nutrition.

Methods Twenty-eight L. adecarborylata strains isolated from blood culture and a bottle of total parenteral nutrition wen
identified biochemically with a Vitek @ automated system. The strains were phenotyped by their growth on Eosin Methylene
Blue agar or MacConkey agar plates. Additionally, Pulsed field gel electrophoresis (PRGE) was performed to establish the
clonal relationship. The genomic DINA of sixteen strains was obtained using a Cubit & dsDINA HS Assay Kit and sequenced
on an [1lumina & MiSeq instrument. Draft genomes were assembled using PROKEKA and Rast. Assemblies were submitted
to Resfinder and PathogenFinder from the Center for Genomic Epidemiology in order to find resistance genes and patho-
genic potential. [slandViewerd was also used to find Pathogenicity and Phage Islands. For identification of the fosd gene,
manual curation and Clustal analysis was performed. A novel FosA variant was identified. Finally, phylogenetic analysis
was performed using VAMPhy RE softwan: and Mega X.

Results In this paper. we report the genomes of sixteen strains of Leclercia adecarbavylata causing an outbreak associated
with parenteral nutrition in public hospitals in Mexico. The genomes were analyzed for genetic determinants of virulence
and mesistance. A high pathogenic potential (pathogenicity index 0.82) as well as multiple resistance genes including car-
bapenemics, colistin and efflux pumps were determined. Based on sequence analysis, 2 new variant al'lhc_,rbsd]"" gene was
described. Finally, the outhreak was confirmed by establishing the clonal relationship among the sixteen genomes obtained.
Conduslons Commensal strains of L. adecarborylata may acquire genetic determinants that provide mechanisms of host
damage and go unnoticed in clinical diagnosis. [ adecarbarylara can evolve in a variety of ways including the acquisition
of resistance and virulence genes mepresenting a therapewtic challenge in patient care.

Keywords Leclercia adecarborylata - Antibiotic resistance - Emerging pathogen

Introduction of its ability to ferment several sugar types, highlighting its

similar biochemical behavior in IMVIC tests to Escherichia

Leclercia adecarbarylata is a motile Gram-negative rod
that belongs to Enterobacterales. It was first described by
H. Lelcere as a “coliform bacteria yellow-stained” becaose

[+ Rosa del Carmen Roche-{iracia
rochagrafiyzhoo.com

Extended author information available on the last page of the anticle

coli. These characteristics made classify it into Escherichia
genus (Gonzdlez-Arenas et al. 2011; Correa et al. 2012;
Keren et al. 2014; Mayfield et al. 2019).

Later, in 1986, Tamura et al., suggested its re-classifica-
tion into 2 brand-new genus based on the ribosomal RNA
16 5, as Leclercia adecarboxylata (Tamura ot al. 1986),
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L. adecarboxylata can be found in food and water, as well
as forming part of human and animal gut microbiota; com-
maonly has been described as slightly virulent and it is con-
sidered an opportunistic microorganism because has been
associated with infections in immunosuppressed patients,
catheters, or wounds (Keren et al. 2004; Mayficld et al.
2019 causing bacteriemia, sepsis, peritonitis, cellulitis, fol-
liculitis, soft tisswe infections, endocarditis and cholecysti-
tis (Shin et al. 2012; Spiegelhaver et al. 2019; Keyes et al.
A0A0).

It is a microorganism rarely noticed in healthcare-associ-
ated infections or community-scquired infections (Garcia-
Fulgueiras et al. 2014; Granthamet al. 2013, May fizld et al.
201% Merzaet al. 20190, L. adecarboxylata is usually sensi-
tive to antibiotics, but ex hibits natural resistance o Penicillin
and Fosfomycin (Correa et al. 2002), that last resistance trait
is conferred by the presence of the ford chromosomally-
encoded gene that encodes for FosAL* which is a variant
of the FosA probeins also mported in Enterobacteriaceas
members (Poirel et al. 2009).

The close genctic relationship and the similar phenotypic
traits between L. adecarborylata and E. coli makes it diffi-
cult to discriminate between them in clinical practice.

Here we mpornt further genomic analysis and resistance
traits of sixteen L. adecarborylata strains isolated from an
outhreak associated with contaminated parental nutrition
that affected three public hospitals in Mexico and has been
described in detail elsewher (Garea-Gonzdlez et al. 20210,
It is important to highlight the multidrug resistance and vine-
lence potential of these microorganisms as well as the nead
to consider them as emerging pathogens.

Materials and methods

Study design and sample collection

A descriptive study was carried out using 28 cultures of

L. adecarboxvlata isolated from the bloodstream infection
outhreak cases at the IMSS (Instituto Mexicano del Seguro
Social) in Guadalajara, Mexico. The age of the cases mnged
from 10 days to 37 years old. Twenty-seven culiures wers
obtained from bloodstream samples and one culture was iso-
lated from a contaminated parenteral nutrition product. The
samples derived from 37 cases from five hospitals with no
deaths occurred. (Supplementary Table 1)

Phenotypic characterization
L. adecarbenylata strains were plated on Eosin Methylene
Blue (EMB) agar and MacConkey agar plaies and incubated

for 18 h at 37 *C. Identification was carried out using the
broth microdilution technigue with the Vitek 2 automated

@ Bpringer

system (BioMéricux, Lyon, France). Gram stain was also
performed.

Polymerase chain reaction

In order to ensure the molecular identity of the strains, a
conventional PCR with primer pair ybbW-F (3“TGATTG
GCAAAATCTGGCOG-3") (Walker et al. 2017) and yhbW-
R (3-ATACTGGC AATCAGTACGOC-37 (Carmrdn-Ledn
2019) was performed for identification of vebW gene as a
genetic marker for £, coli. The resulting amplicons were
investigated using gel electrophonesis with 0.7% agarose.

Pulsed field gel electrophoresis (PFGE)

Al the strains were also typed to establish a clonal relation-
ship by pulsed field gel electrophoresis (PEGE) with Xbal as
a lowe-frequency restriction enzyme, according to previously
reported methodology (Vinue et al. 2009}, Dice coefficient
was calculated using Bionumerics program from digitized
images from gels.

DNA sequencing

[XNA sequencing was performed in a subset of 16 strains of
L. adecarboxylata. Fifteen strains were obtained from blood-
stream samples and one strain was isolated from a contami-
nated pamnteral nutrition product. Genomic DNA (gDNA)
samples were gquantified by Auorometry using Crubit (Lik
Technologies, Carlsbad, CA) and Qubit dsDNA HS Azsay
Kit (Cat. Mo. Q32851). One nanogram of gDNA was used for
library preparation using Mextera XT DXNA Library Prepara-
tion Kit (Illumina, San Diego, CA ) according to the mano-
facturer's instructions. The Library pool was sequenced on
the Illumina MiSeq instrument with Miseq chemistry V3
reagent cartridge using 23 300 cycles paired-end.

Drraft genomes were assembled using the Velvet and
SPAdes packages with a 10 deep and the genomes wem
annotated using PROKKA wiility and using the RAST
server (Aziz et al. X08). Raw data analysis using Sequenc-
ing Analysis Viewer of Illumina and fastCC tool resulted
in 74.2% PF> Q30 with 55,519,538 rcads, the average
sequence kength distribution of 300 nucleotides, and aver-
age G+ C content of 54%.

In silico identification of resistance genes

Resistance genes were determined using the Center for
Genomic Epidemiology database (hitp:// genomicepidemio
logy org) (Bortolaia et al. 2020}, Carbapenem effiux. pump
component genes were determined using alignments with
BlastN algorithm. Incompatibility groups wene also exam-
ined. In silico pathogenic genes were also tested across the
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16 sequenced strains. The relationship between pathogenic
genes identified in human pathogens and those identified in
the L. adecarboxylata strains was determined using Path-
ogen Finder from the Center of Genomic Epidemiology
{Cosentino et al. 2013). The correlation figure was gencrated
using Circos Genome Visualization Software (www.circos.
ca). Finally. assemblics were submitted to IslandViewerd
looking for Pathogenicity Islands and integron arrangement
was determined after manual curation of each Pathogenicity
Islands predicted (Bertelli et al. 2017).

Phylogenetical characterization

Virtual genome fingerprint (VGF) of 144 Leclercia adecar-
baxylata genomes (128 genomes from the National Center
for biotechnology Information (NCBI) and the 16 strains
assembled in this study), was determined with VAMPhyRE
software (http/biomedbiotec.ench.ipn.mx/VAMPhyRE),
using a collection of 15.264 highly diverse |13-mer probe
sequences and allowing only one mismatch in both strands
and threshold of 17 nucleotides. The distance matrix calcu-
lated with VAMPhy RE was used to build VGF phylogenetic
tree using MEGA version X software and the Neighbor-join-
ing method (Kumar et al. 2018). The external 128 genomes
were not involved in genomic alignment.

Ethical statement

All procedures followed were in accordance with the ethi-
cal standards of the institutional rescarch committee and
national laws and with the 1964 Helsinki declaration and
its later amendments. The study protocol was approved by
the IMSS Scientific Rescarch National Committee (number
R-2020-785-003).

Fig. 1 Phenotypic traits of
Leclercia adecarboxylata strains
isolated from a bloodstream
infection outbreak in Mexico. A
Lactose positive colonies show-
ing umbilication on MacConkey
agar plates after 18 h ot 37 °C
incubation, B EMB agar plate
after I8 h of 37 °C incubation

Results
Phenotypic and molecular characterization

Microscopic observations of Gram-stained L. adecarboxy-
lata preparations showed gram-negative rods. Growth on
MacConkey agar plates was as umbilicated lactose-positive
colonies and on agar EMB agar plates was with greenish
metallic sheen because of fast lactose fermentation (Fig. 1),
Those biochemical traits are shared with E. coll. It has been
reported that ybbW is a genctic marker specific for E. coli,
PCR products of that gene were not identified in any of the
Leclercia adecarbaxylata strains, discarding the misidenti-
fication of the microorganism.

Since the fast appearance of bloodstream infections
caused by L. adecarboxylata strains in multiple sites in a
short lapse time, an epidemic outbreak was suspected. To
establish a clonal relationship, Pulsed ficld gel electropho-
resis using Xbal enzyme was performed. The results showed
a similar DNA fingerprint in the 16 samples tested suggest-
ing the same clonal origin: a cladogram was also obtained
from PFGE, and it showed three well-defined pulsotypes
with Dice coefficients greater than 0.8 (Fig. 2).

Whole genome sequencing

The general features of the subset of 16 sequenced Leclercia
adecarboxylata genomes are listed in Table 1. All strains
shared a genome size of approximately 5.4 Mb and have a
similar average G +C%. This G+C% content was slightly
higher in the sample from the contaminated parenteral nutri-
tion product (Table I). The number of contigs generated
round 160, with an n30) media of 146,166, these results indi-
cated an acceptable confidence range.
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Fg. 2 Puailsed teld gel electrophoresis of Ledlercia adecarbonplaons strains using Xbal as msiriction encyme. Three groups can be identited, wo

of them with a Diice coefficient greater than (.8 sugpesting a clonal origin

Table1 Genomic traits of the

asembied genomes of Leclercia No Sirain gemome mﬁ}:ly sig  # of Contigs n5l Longest condig G+C%

adecarborylata sirains
1 Lal 54 191 128,391 35150 55.13
2 La2 54 17 156,871 393 544 55.12
3 La§ 54 157 156,871 517,169 55.13
4 La& 54 151 164717 30,791 55.11
5 La% 54 151 140,256 16,935 55.11
6 Lali 53 145 135,630 498115 55.10
7 Lal3 54 24 135,555 357264 55.11
] Lal4 54 9 156,712 B 518 55.15
9 Lal? 54 1] 140 516 33633 55.12
10 Lali 54 156 190,138 340414 55.18
11 L.a?3 54 149 1400 480 393 458 55.16
12 Lal25 54 146 131,340 517,121 55.11
13 La? 54 156 156,871 30 047 55.12
14 Lak4* 53 led 140,352 393 536 55.17
15 La3s 54 151 128391 R4 55.12
16 Ladly 54 143 135,539 IHE 605 55.12

*Levercia adecaranylaia sirzins corespondad to bloodstre am infection samples except Strain3d which was
obizined from a contaminsted parenteral nutrition product

The genomic load of L. adecarboxylata includes
resistance genes and virulence determinants

Once the assemblies were generated, resistance penetic
determinants wene investigated using the Center for Genomic
Epidemiology database. We identified 24 resistance genes
melated toeight antibiotic groups (aminoglycosides, guinolo-
nes, f-lactams, chloramphenicol, sulfonamides, folate syn-
thesis inhibitors, colistin and carbapenems). The 16 strains
had positive identification of all genes, except for cight of
them, which were absent in the strain from the contaminated

@ Springer

pamnteral nutrition product. This last strain was not under
antimicrobial selection pressure (Table 2).

Using the same online platform, we also identified 2
incompatibility groups from Serratia marcescens (IncHIZ2
and IncHI2A) and one from Yersinia pestis (IncFII) indicat-
ing the presence of at least one mobilizeble plasmid in all
I6s strains (Table 3).

When we compared the presence of resistance genes
across all penomes, we found that 14 genes were only
ohserved in the 16 strains of this study (Fig. 3). Furthermore,
when the 16 genomes of L. adecarborylara wene proce ssed
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under the PathogenFinder algorithm, we found a pathogenic
index of 0.82 for cach one, which suggests a high potential
to be considered human pathogens (Fig. 4). This analysis

showed the presence of genetic determinants of virulence
associated with infections caused by E. coli, Chronobac-
ter sakazakii, Citrobacter koseri, Acinetobacter baumanii,

Table 3 Incompatibility groups

3 Jin the g Incompatibility Identity (%) Organism previously reported Accession number
assembled of Leclercia aoup
adecarboxylata strains IncF Il %.13 Yersinia pestis CPOO0ET)
IncHI2 100 Serratia marcescens BXe664015
IncHI2A 100 Serratia marcescens BX664015
wunl AEETRAR i1
wensnig 15 groues [l [} E RN L] [ I |
¢ T S ¢ > » > PSS w0
A F » &\\v f“ f"‘f,v* & & o @ & 4 ¥ s "”!ﬁf

Ag.3 Ditemntial presence of resistance genes identified in the 16
Leclercia adecarbumylara genomes. The separation of genome La3d
(dark blue square) and the remaining 15 genomes (green squam)
was based on their origin (contamsnated parenteral natrition product
and bloodstream infection samples respectively). A colored squam
represents the presence of the gene. Identined genes confer resist-

Fg.4 Correlation between
pathogenic genes identinted

in human pathogens (upper
fragments) and those identified
within Leclercia adecar b ylasa
genomes (La#). A wider barin a
recognizad pathogens indicates
a bigger number of gones asso-
ciated to a human diseases also
present in Leclercia adecar
buxylata genome

ance to aminoglycosides (aac(3Hlla, aac(6'p1b3, aadA2, aph(3')
1b, aph(3'Fla, aph{6Fld). quinolones (aac(6')-Ib-cr. ynrB, gnrS),
frlactams (blapyy, . blagyy, 12). chloramphenicol (carBY, cad 2), sul-
fonamides (swlf), folate synthesis inhibitors (dfrA 12, dfrA79), colis-
tin (mer-9), carbapenems (bidyg,, ,) and the components of the Acr
efMux pump (acrA, acrB, acrD, acrk, acrF, acrR, acZ, 101C)
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Yersinia pestis, Shigella flexneri, Salmonella enterica, Shi-
pella dysinteriae, and Shigella boydii.

Pathogenicity Islands were not identified but 36 phage
sequences were found suggesting this origin as a source of
genetic variability (Supplementary Fig. 1). Three empty
integrons were also found in all 16 L. adecarborylata
genomes (Fig. 5).

The finding of a novel FosA variant

Using the genomic information obtained, an alignment of
the previously reported FosA proteins and the one found
in our subset of strains was performed. The aminoacidic
sequence showed important differences between each variant
and the consensus sequence obtained from the 16 genomes
from thiz study. According to it, a phylogenetic Neighbor-
joining tres was obtained, it showed close proximity between
FosA# and the FosA protein from the 16 genomes sequenced
(Fig. 6); an additional alignment with only thoss bvo amine
acidic sequences, showed 3 changes TxA at position 20,
Txf} at position 56 and Kx(} at position 83, Additionally,
we aligned the amino acid sequence of the FosAM protein
with the consensus sequence of the 16 genomes and obtained

Fig.5 (Genstic armangement of
& nan-classic integron found in
every single penome assemblid,
amother thee empty inegrons
wem also found in all 16
EN0mES

FosAL
FosA10
FosAS
FosA
FosAS

the changes of TxA at position 20, Ta(} at position 56, KaQ
al position 83, ¥xC at position 126 and ExDD at position 139,
This finding indicates that all 16 strains harbor a new variant
of FosA protein that we name FosA™ (Fig. 7.

Phylogenetical characterization

A phylogenomic tree using VAMPhyRE softwane was con-
structed comparing 128 L. adecarborylata genomes publicly
available from NCBI with the 16 genomes obtained in this
study. Tree confirmed that Mexican strains are clustersd in
only one group, whereas strains from other regions ane dis-
tributed throughout the tree (Fig. 8) minforcing the hy poth-
esis of the clonal origin of the sequenced strains.

Discussion

L. adecarboxylata is a Gram-negative rod that rarely
causes infections particularly affecting immunocompro-
mised hosts. It has been isolated from several sources
including animals, humans, and the environment (Yu et al.
2012; Stepien-Pysniak 2010; Schierack et al. 2007). L.

ATP-binding
transposition protein

—
FosA3

'l FosAZ2
FosAT

FosflAZ

FosALA
I_[F-:FM

Fig.6 Meighborjoining tee of the FosA enrymes. Resulting phylogeny showed a close miationship between FosA™ and FosAR proteins, but
the amino acidic sequence of the FosA™ protin harhared in the sireins sequenced appear slighily separated from this clade
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FAg.7 Clustal slignment of the FosA proteins encoded by L. adecarborplen. Five amino acid changes (marked in red squares) were identified
hetween FosAM* protein (previoudy repored) and FosAM2 identitied in the 16 genomes oblzined in this study
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adecarborylata has also been isolated from asymptomatic
patients’ blood cultures (Chao et al. 2014).

Is known that [.. adecarborylata may cause peritonitis
and also infect temporary catheters leading to the develop-
ment of bacteriemia, endocarditis, and cholecystitis (Chao
et al. 2014; Fattal and Dewville 2000; Anuradha 2014). In
this study, we report the isolation and identification of 28
isolates of L. adecarbaxylata from a multicentric outbreak

£1 Springer
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across nine hospitals at Guadalajara, Jalisco, Mexico,
related to parenteral nutrition.

L. adecarboxylata shares biochemical characteris-
tics with E. coli which leads to a misidentification of
the microorganism (Gonzaler-Amenas et al. 201 1; Cor-
rea et al. 2012, Keren et al. 2014; Mayfield et al. 2019).
Traditionally, L. adecarboxylata has been classified as a
sensitive microorganism to antibiotic treatments exhibiting
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natural resistance to Penicillin and Fosfomycin (Correa
et al. 2012), that wrait is useful for clinical discrimina-
tion between L. adecarborylata and E. coli strains. The
28 isolates reported here, showed resistance to several
antibiotics used in the clinical practice, opposite o previ-
ously reported but consistent with studies performed by
Shin et al. 2012, wher a multidrug-resistant isolate of
L. adecarboxylata was linked to a catheter-related bacte-
riemia (Shin et al. 2012). In that sense, Garcia-Fulgueiras
et al. 2014, eported an MDR L. adecarborylata strain
harboring resistance determinants encoded into an IncHI 1/
HI2? conjugative plasmid (Garcia-Fulgeiras 2014); inter-
estingly, we found at keast one IncHI2 plasmid in each
sequenced strains, representing a potential conjugative
platform that might explain the acquisition of resistant
determinants through horizontal gene transfer or act as
a donor for another bacterial genus. A slight difference
betwesn the genome of the strain isolated from the parn-
teral nutrition bottle (La34) and those obtained from the
blood culture is close to 1%; when we searched for Gls,
the algorithms yielded similar predictions for all genomes
except for the genome of La34 where a unique area of
overlap was identified, that section of the genome con-
sists of several hypothetical proteins, a recombinase and
motility genes. This genetic load could have importance
depending on the microenvironment where the strains
were obtained (Supplementary Fig. 1), however future
experiments will be necessary.

Horizontal gene transfer involves the ransmission of
plasmids that carry resistance determinants but can also
harbor virulence determinants; although L. adecarboxy-
lata remains as an opportunistic pathogen, here we report
the identification in sequenced genomes of several genetic
mgions related to virulence factors previously reported in
human pathogens including members of Enferobacteriaceas
and microorganisms such as Acinetobacter baumanii and
Haemaphilus influenzae that are considered causative agents
of healthcam-associated infections. To our knowledge. this
is the first report of L. adecarborylata strains as a potential
pathogen in immunocompetent persons.

Pulsed field gel electrophoresis is a useful molecular tool
toestablish a clonal relationship, we performed PFGE assays
that established a close clonal distribution confirming the
outhreak theory, which cormelates with the unigue origin of
parenieral nutrition, which all patients underwent.

Regarding antimicrobial resistance, genes encoding
mesistance and incompatibility groups, we found results very
similar to Garza-Gonzdkz et al. since our study invobved the
same bloodstream infection outbreak. However, our whole
sequencing analysis involved not only two samples, but 16
sequenced Leclercia adecarboxylata penomes obtained
from 135 clinical and one sample from a parenteral nutri-
tion product (Garea-Gonzdlez et al. 2021). Interestingly, the

sequenced strain derived from the contaminated parenteral
nutrition product, showed that 8 of 24 resistance genes were
not present.

Amnother interesting finding was the presence of a novel
FosA variant named FosAM? which presented several
changes with the previously reported FosA proteins (FosA 1-
FosAlD). Poirel et al., showed 66% and 79% amino acid
identity between FosAR and FosAl or FosAT enzymes
mespectively (Poirelet al. 2019). Here, we report a 96.3% of
amino acid identity between the FosAS and FosAM?, anda
06.43% between FosA™ and FosAM, The Neighbor-join-
ing tree of these genes showed the FosAM in a seperated
clade from FosAM* and FosAB bearing out it as a new vari-
ant. More experimental procedures will be needed to evalu-
ake the effects of the presence of this gene.

Conclusions

Undoubtedly, the appearance of bacterial penera as emerng-
ing pathogens represents an important challenge for cor-
rect identification, treatment, and surveillance. Pathogens
classically considered as commensals may acquire genetic
determinants that provide mechanisms of host damage and
oo unnoticed in clinical diagnosis. The genomic plasticity of
bacteria miterates the need to expand epidemiological sur-
veillance w emerging bacterial genera. L. adecarborylata is
a harmless microorganism sensitive to most antibiotics, but
it can evolve in a variety of ways including the acquisition
of resistance and virulence genes representing a therapeutic
challenge in patient care.
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