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RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gramnegativo que tiene la capacidad de
adaptarse y sobrevivir a diversos ambientes. Es un patégeno de importancia clinica,
especialmente en infecciones asociadas a la atencion de la salud debido a su
capacidad de desarrollar resistencia a multiples antibidticos, incluyendo
carbapenémicos, ya sea mediante mutaciones cromosOmicas o0 por la adquisicion
de genes por transferencia horizontal. El objetivo de este estudio fue caracterizar
plasmidos portadores de carbapenemasas y estudiar el resistoma de aislados
clinicos de P. aeruginosa. Se realizd la identificacibn de genes de resistencia
mediante PCR y secuenciacion (Sanger); la extraccion de plasmidos mediante el
método de lisis alcalina (Kieser); la tipificacion mediante amplificacion por PCR de
relaxasas (MOB); y la determinacion del peso molecular y nUmero de plasmidos por
electroforesis de campos pulsados (PFGE-S1); secuenciacién masiva con lllumina
y/o minlON de 8 cepas de interés. El analisis bioinformatico se realiz6 con SPAdes,
Unicycler, RAST, Prokka, MLST 2.0, Roary, Parsnp, ResFinder 4.1, Clustal Omega,
ICEberg, MGEfinder, VFDB, PHASTER, Rstudio y Proksee. Se analizaron un total
de 64 cepas de P. aeruginosa mutidrogorresistentes- y resistentes a
carbapenémicos. De las cuales 21 cepas provenian del Hospital para el nifio
poblano y 43 provenientes de pacientes del Hospital 1.S.S.S.T.E de Puebla. A las
21 cepas del hospital para el niflo poblano se le buscaron genes de resistencia
mediante PCR pero no se encontrd ninguno.

Por otro lado, de los 43 aislados del Hospital I.S.S.S.T.E de Puebla, 4 cepas fueron
parcialmente estudiadas en un estudio previo (PE21, PE52, PE63 y PE83). De las
39 cepas restantes, 17 portaron blae, 23 portaron blaces, 1 cepa portd blavim, 39
portaron blaoxa-so y 36 portaron aac(6’)-Ib. De las cepas portadoras de blave y/o
blaces, 10 cepas presentaron de 1 a 2 plasmidos con tamafios que van desde 27
hasta 126 kb aproximadamente y con relaxasas MOBH2, MOBp11 Yy MOBpia.
Mediante PFGE se detectaron 12 pulsotipos y las cepas se agruparon en 4
principales clados. Se seleccion6 una cepa de cada clado para secuenciar su
genoma completo (PE112, PE197, PE151 y PE224).

Para el analisis de gendmica comparativa, se incluyeron los genomas de las cepas
PE52, PE63 y PES83 (tracto urinario) y PE21 (esputo), 59 genomas completos de
cepas de orina, esputo (de pacientes sin fibrosis quistica) y ambientales. El andlisis
filogenético mostré que los genomas se agrupaban segun su secuencia tipo (ST) y
no segun su nicho ecoldgico, destacando los ST235y ST773 en genomas de cepas
clinicas y ST27 en genomas de ambientales y las cepas del hospital de puebla
pertenecian a ST167, ST2731 y ST549. Sin embargo, presentaron diferencias en
los genes de resistencia y virulencia de acuerdo con el nicho. Destacando la
presencia de genes involucrados en la adaptacion al medio ambiente en los
genomas ambientales y la presencia de mutaciones de genes relacionados a la
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resistencia a los antibidticos, en contraste con los genomas clinicos que no portan
esos genes de adaptacion y portan en su mayoria genes de resistencia acarreados
en elementos genéticos maviles y movilizables presentes en el cromosoma. En el
caso del viruloma se muestra la presencia de exoS en genomas urinarios y exoU y
pldA en esputo. El pangenoma estaba formado de 20,911 genes, de los cuales
4,246 eran genes core, 898 genes del soft-core, 1,709 genes shell y 14,058 eran
genes cloud. Se relaciono la presencia de CRISPR-Cas y anti-CRISPR con la
presencia de plasmidos y observamos que las cepas de Puebla tenian plasmidos y
CRISPR-Cas.

Por otro lado, se analizo la presencia de elementos genéticos moviles en las cepas
PE21, PE52, PE83, PE112, PE151, PE197 y PE224. Encontrando el plasmido
pPE5S2IMP en la cepa PE52 con un tamafio de 27 kb, que portaba blaivp-s6 y MOBp11.
El andlisis filogenético de RepA de los plasmidos revelé que pPE52IMP y cuatro
plasmidos del GenBank estaban en el mismo clado y tenian backbones similares,
probablemente formando una nueva familia de plasmidos. El analisis de la presencia
de plasmidos de un hospital poblano revelé que una misma cepa poseia plasmidos,
megaplasmidos y/o pladsmidos integrados en el cromosoma portando diferentes
genes de resistencia y la presencia de un fago-plasmido extracromosémico en dos
cepas.

Este estudio resalta la variabilidad del contenido genético (resistencia, virulencia y
elementos genéticos moéviles) entre aislados de P. aeruginosa de diferentes nichos,
aungue estas se agrupan de acuerdo con su ST. Las cepas poblanas mostraron la
presencia de plasmidos, plasmidos integrados portadores de genes de resistencia
y fagos-plasmidos. Ademas, se describe la presencia de un plasmido presente en
diferentes cepas del hospital poblano el cual pertenece a una nueva familia
plasmidos que acarrean genes de resistencia descrita en este trabajo.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, genes de resistencia antimicrobiana,
plasmidos, elementos genéticos moviles, genémica comparativa.



1. INTRODUCCION

Infecciones Asociadas a la Atencion de la Salud (IAAS)

Las infecciones asociadas a la atencion de la salud (IAAS) (llamadas anteriormente
infecciones nosocomiales) son infecciones adquiridas por los pacientes mientras
reciben atencion médica y que aparecen 48 h después de la hospitalizacion o dentro
de los 30 dias posteriores de haber recibido atencion médica (Haque et al., 2018).
Anteriormente, el término se referia a aquellas infecciones adquiridas solamente en
los hospitales. Sin embargo, ahora incluye infecciones desarrolladas en entornos
donde los pacientes reciben atencibn médica, como las clinicas de medicina
familiar, atencién domiciliaria y atencion ambulatoria (Haque et al., 2018). Existen
diversos factores de riesgo asociados a las IAAS, que incluyen el uso y
mantenimiento de dispositivos médicos, como catéteres y ventiladores, asi como
complicaciones postquirdrgicas, transmision entre pacientes y trabajadores de la

salud, sistemas de aires acondicionados contaminados, entre otras (Almeida, 2015).

En México, durante el afio 2022, se notificaron a la Red Hospitalaria de Vigilancia
Epidemiol6gica (RHOVE) un total de 56,856 IAAS. Aunque cabe mencionar que el
namero de casos es un indicador bruto y no representa la situacion epidemiolégica
de las IAAS en México en su totalidad, sino que es el resultado de la vigilancia
epidemioldgica activa de 363 unidades de 2do y 3er nivel del sistema centinela. De
las 56,856 IAAS, la Ciudad de México notificé 12,273 casos, siendo la entidad
federativa con el mayor nimero de reportes. En cambio, Puebla ocupé el 6to lugar
con un total de 2,085 casos reportados (RHOVE, 2022).

Las IAAS pueden ser causadas por bacterias, hongos, virus y otros tipos de
patdgenos menos comunes (Almeida, 2015). Entre las bacterias que mas
frecuentemente causan IAAS se encuentran los estafilococos coagulasa negativos,
las especies de enterococos, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y
especies de Acinetobacter (de la Rosa-Zamboni et al., 2023). Sin embargo, en el
afo 2022, la RHOVE report6 a P. aeruginosa como el segundo microorganismo mas

aislado de IAAS en México (RHOVE, 2022). Las infecciones causadas por este



microorganismo se asocian a una elevada morbilidad y mortalidad en personas con
neumonia asociada a ventilacion mecanica, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC), fibrosis quistica (FQ), infecciones urinarias, de herida y

quemaduras (Jurado-Martin et al., 2021).

Pseudomonas aeruginosa:
Caracteristicas generales y genoma

P. aeruginosa es un bacilo Gram negativo, ubicuo, capaz de sobrevivir en diversos
nichos ecoldgicos debido a su versatilidad metabdlica (Botelho et al., 2019).
Pertenece al grupo de patégenos "ESKAPE" (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, P.
aeruginosa y especies de Enterobacter), denominados asi debido a su capacidad

para "escapar” de la accion de los antimicrobianos (Botelho et al., 2019).

Existen 8 familias de antibiéticos que frecuentemente se emplean para tratar
infecciones causadas por P. aeruginosa, que incluyen aminoglucésidos
(gentamicina, amikacina, netilmicina, tobramicina), cefalosporinas (ceftazidima,
cefepime), fluoroquinolonas (ciprofloxacina, levofloxacina), penicilinas con
inhibidores de la beta-lactamasas (ticarcilina-acido clavulanico, piperacilina-
tazobactam), monobactamicos (aztreonam), acidos fosfonicos (fosfomicina),
polimixinas (colistina y polimixina B) y carbapenémicos (imipenem, meropenem,
doripenem), siendo estos ultimos los utilizados como Ultima eleccion terapéutica
(Botelho et al., 2019). Sin embargo, la acelerada aparicibn de cepas de P.
aeruginosa resistentes a casi todos los antibiéticos (incluidos los carbapenémicos),
dificulta el tratamiento de las infecciones causadas por este microorganismo
(Moradali et al., 2017). Por lo anterior, en el 2017 la Organizacion Mundial de la
Salud incluyo a P. aeruginosa en el grupo de patdgenos prioritarios de nivel critico,
junto con Acinetobacter baumannii y las Enterobacteriaceae resistentes a los
carbapenémicos (Tacconelli et al., 2018). Por fortuna, recientemente se han
introducido nuevos farmacos, dos de los cuales son ceftazidima/avibactam y
ceftolozano/tazobactam, que combinan una potente cefalosporina con un inhibidor
de beta-lactamasas, aunque su eficacia se limita a aislados resistentes a
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carbapenémicos no productores de carbapenemasas (Contreras-Gomez et al.,
2022). Por otro lado, el imipenem/cilastatina/relebactam tiene espectro ampliado
frente a patdgenos Gram negativos multirresistentes, incluida P. aeruginosa dificil
de tratar (O’'Donnell & Lodise, 2022), pero carece de actividad contra cepas de P.
aeruginosa productoras de metalo-beta-lactamasas (NDM, IMP, VIM), beta-
lactamasas de espectro extendido (BLEEsS) tipo VEB y productoras de
carbapenemasas tipo GES (O’'Donnell & Lodise, 2022). Por ultimo, el cefidericol,
que es una cefalosporina sider6fora usada para el tratamiento de infecciones
causadas por patégenos resistentes a carbapenémicos productores de metalo-beta-
lactamasas (MBL) como IMP, VIM y NDM (Timsit et al., 2022).

P. aeruginosa PAOL1 es una cepa de referencia y su genoma fue el primero de este
microorganismo en secuenciarse. El tamafio de su genoma es de 6.3 Mpb y
comprende de 5,697 genes segun la base de datos del GenBank. La
implementacion de la secuenciacion masiva en diversos estudios cientificos ha sido
fundamental, ya que se ha logrado conocer que el tamafio del genoma de P.
aeruginosa puede variar entre 5.5 y 7 Mpb, situdndolo como uno de los genomas
bacterianos mas grandes que existe (Sawa et al., 2020). Tiene una estructura de
mosaico y estd compuesto por el genoma core y el genoma accesorio, siendo la
suma de estos el llamado pangenoma. El genoma core de P. aeruginosa es
altamente conservado, esta conformado por la mayoria de los genes housekeeping
y se estima que representa aproximadamente el 90% del total de su genoma (Ozer
et al., 2014). Por el contrario, el genoma accesorio es muy variable, se adquiere
mediante transferencia horizontal y estd implicado en la expansién y adaptacién de
la bacteria (Kung et al., 2010). Los principales componentes del genoma accesorio
de P. aeruginosa son elementos integrativos y conjugativos (ICE), profagos y
elementos similares a fagos, transposones, secuencias de insercion, integrones y

plasmidos (Ozer et al., 2014).

Debido a que el genoma core disminuye su tamafio conforme mas genomas se
agregan al analisis, se han propuesto definiciones basadas en la persistencia de los

genes en el genoma. El pangenoma se dividio en 4 clases: 1) genoma core para la



familia de genes persistente en el 99 a 100% de los genomas, 2) soft-core, para los
genes presentes en el 95 al 99% de los genomas, 3) genoma Shell, para los genes
presentes en el 15 al 95% de los genomas y 4) genoma cloud, para los genes

presentes en el 0 al 15% de los genomas (Collins & Higgs, 2012).

Factores de virulencia de P. aeruginosa

La persistencia de P. aeruginosa también esta relacionada con su virulencia. Esto
altimo como resultado de la produccion de una amplia variedad de factores de
virulencia, entre los que se encuentran el lipopolisacéarido, pili tipo 1V, elastasa
(LasA, LasB), varias exotoxinas (ExoY, ExoS, ExoT, ExoU), proteasa alcalina,
fosfolipasas, pequefias moléculas (fenazinas, ramnolipidos y cianuro) y sideréforos

(pioverdina y pioquelina) (Shehabi & Kamal, 2019).

P. aeruginosa expresa seis tipos de sistemas de secrecion que participan en el
transporte de varios factores de virulencia, incluyendo enzimas, exotoxinas y otras
proteinas (Verdial et al., 2023). Uno de los méas estudiados es el sistema de
secrecion tipo Il (SST3), involucrado en la invasién del hospedero mediante la
inyeccién de toxinas efectoras (ExoT, ExoY, ExoS y ExoU) en el citosol de las
células eucariotas (Jouault et al., 2022). Consta de un "inyectosoma" que esta
compuesto por 1) un aparato de secrecién que transporta las toxinas efectoras a
través de las membranas bacterianas y 2) un aparato de translocacién que traslada
las toxinas efectoras a través de la membrana de la célula hospedera (Juan et al.,
2017). Entre las proteinas efectoras del SST3 se encuentra ExoS, que es una
molécula bifuncional con actividad de proteina activadora de GTPasa (GAP) y de
adenosina difosfato ribosil transferasa (ADPRT) (Jouault et al., 2022). Por otro lado,
ExoU es una citotoxina con actividad de fosfolipasa A2 y es considerada la efectora
mas virulenta del SST3, ya que es capaz de causar lisis y necroptdsis en células
epiteliales, macrofagos y neutrdéfilos (Foulkes et al., 2019). Estas dos citotoxinas,
son mutuamente excluyentes, sin embargo, el nimero de estudios de P. aeruginosa
portando el fenotipo exoU+/exoS+ se esta incrementando (Gomez-Martinez et al.,
2023; Ozer et al., 2019; Horna et al., 2019; Morales-Espinosa et al., 2017; Song et

al., 2023; Yi et al., 2021). Recientemente se examind el potencial patogénico de
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cepas de P. aeruginosa portando ambas citotoxinas y se demostro in vitro e in vivo
gue las cepas exoU+/exoS+ eran mas virulentas en comparacion con PAO1 y que
la citotoxina ExoU contribuye en el potencial de virulencia de P. aeruginosa (Song
et al., 2023). ExoT al igual que ExoS, es una molécula bifuncional con actividad de
proteina activadora de GTPasa en su N-terminal y actividad de adenosina difosfato
ribosil transferasa (ADPRT) en la region C-terminal (Jouault et al., 2022). Sin
embargo, aunque ExoT y ExoS comparten 76% de identidad de secuencia de
aminoécidos en sus dominios de ADP-ribosilacién, ADP-ribosilan diferentes
proteinas del hospedero (Sun & Barbieri, 2003). Por ultimo, ExoY es una adenilil
ciclasa que altera el citoesqueleto de actina, inhibe la captacidén bacteriana por las

células hospederas y aumenta la permeabilidad del endotelio (Hauser, 2009).

Los sistemas de secrecion restantes juegan diferentes papeles en la virulencia de
P. aeruginosa. Por ejemplo, el sistema de secrecion tipo 1 sirve para la secrecion
de proteasas, la utilizacion de hierro y la captacion de hemo. El sistema tipo 2
(SST2) secreta varias enzimas liticas. Por su parte el sistema de secrecion tipo 4
es el unico que no sélo transporta proteinas sino también acidos nucleicos. El
sistema de secrecion tipo 5 estd relacionado con la secrecion de proteinas
relacionadas con la formacion de biofilm y la adhesién. Por dltimo, el sistema de
secrecion tipo 6 esta involucrado en la liberacién de toxinas a las bacterias vecinas,
la translocacion de efectores a células hospederas y la formacion de biofilm (Liao et
al., 2022). Particularmente, los pili tipo IV utilizan una version modificada del SST2
para su biogénesis y juegan un papel en la motilidad twitching y swarming, la
adhesién a superficies, la formacién de biofilm y la agregacion célula-célula
(Leighton et al., 2015).

P. aeruginosa también produce otras toxinas, como la exotoxina A que se secreta
por un SST2 que inhibe la sintesis de proteinas e induce la muerte celular
programada. También la fosfolipasa C (PLC) no hemolitica y hemolitica, esta ultima
capaz de inducir permeabilidad vascular, dafio organico y muerte celular. Por otro
lado, la exolisina ExIA que induce la permeabilizaciéon de la membrana plasmatica,

lo cual provoca la muerte celular necrotica; y, por ultimo, la piocianina que es un



metabolito secundario de color azul con actividad redox capaz de producir

citotoxicidad en el hospedero (Liao et al., 2022).

Otros factores de virulencia de gran importancia en P. aeruginosa, son la proteasa
alcalina que inhibe la activacién del complemento, la fagocitosis por neutroéfilos y la
fibronectina. Por otro lado, las elastasas LasA y LasB que degradan las proteinas

de los tejidos del hospedero, causando dafios tisulares (Al-Wrafy et al., 2017).

Mecanismos de resistencia a antibioticos de P. aeruginosa

La resistencia a diferentes antimicrobianos se debe a dos tipos de resistencia: 1)

resistencia intrinseca y 2) resistencia adquirida.

Resistencia intrinseca

P. aeruginosa tiene alta resistencia intrinseca a una amplia variedad de antibiéticos
que incluyen los aminoglucésidos, fluoroquinolonas y beta-lactdmicos (Breidenstein
et al., 2011). Este tipo de resistencia esta codificada en el genoma core, como la
baja permeabilidad de la membrana externa, la produccién de beta-lactamasas
AmpC y blaoxasoy la bomba de eflujo MexAB-OprM expresada constitutivamente

en este microorganismo (Botelho et al., 2019).

AmpC es una cefalosporinasa que se produce constitutivamente a niveles basales
en P. aeruginosa y le confiere resistencia a aminopenicilinas (Lister et al., 2009). Sin
embargo, también puede ser inducible debido a la exposicibn a una serie de
antibioticos beta-lactamicos (por ejemplo, bencilpenicilina y cefalosporinas de
espectro estrecho) y, por lo tanto, contribuir a la resistencia intrinseca a estos
antibioticos (Poole, 2011). Por otro lado, OXA-50 es una oxacilinasa de clase D que
se encuentra de manera natural en todas las cepas de P. aeruginosa; su espectro
de hidrolisis es estrecho e incluye a antibiéticos como ampicilina, bencilpenicilina,
cefaloridina, cefalotina, nitrocefina y piperacilina, y de forma infrecuente hidroliza
imipenem a un nivel bajo (Girlich et al., 2004). Por ultimo, la bomba de eflujo MexAB-
OprM gue se expresa constitutivamente y confiere resistencia basal a una amplia

gama de antibidticos como los beta-lactamicos, fluoroguinolonas, tetraciclinas,
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macrélidos, cloranfenicol, novobiocina y trimetoprim con sulfametoxazol (Llanes et
al., 2004).

Resistencia adquirida por mutaciones

La resistencia adquirida es debida a mutaciones en el ADN cromosomico o por la
adquisicion de ADN extrafio a través de la transferencia horizontal de genes. Por
otro lado, los mecanismos de resistencia intrinsecos pueden potenciarse al adquirir
mutaciones. Ejemplos de esto son algunas variantes de la familia OXA-50-like, tales
como las enzimas OXA-488 y OXA-494 que varian por dos sustituciones de
aminoacidos con respecto a OXA-50 (Thr16Ala/GIn25Arg y Asp109GIlu/Argl67His,
respectivamente) (Streling et al., 2022); debido a esas sustituciones, OXA-488 es
tres veces mas eficaz hidrolizando la bencilpenicilina y dos veces mas eficaz
hidrolizando el imipenem y, OXA-494 tiene mayor actividad frente a la ticarcilina y
oxacilina (Streling et al., 2022). Por otro lado, aunque la sobreexpresién de AmpC
puede ser por induccién, también puede sobreexpresarse de manera constitutiva
debido a mutaciones en ampR (factor de transcripcion) y ampD (amidasa citosolica)
que causan la desrepresiéon de AmpC (Lister et al., 2009), dando como resultado,
resistencia hacia cefalosporinas de espectro extendido (como ceftazidime) y

penicilinas (como ticarcilina) (Poole, 2011).

Otras mutaciones cromosémicas que dan lugar a resistencia a los antimicrobianos
son aquellas que modifican el sitio blanco del antibidtico (ejemplo: mutaciones en
los genes gyrA, gyrB, parA, parC reducen la afinidad de las fluoroquinolonas),
reducen la captacion de antibioticos (como la pérdida o alteracion de la porina OprD)
y sobreexpresan bombas de expulsién (por mutaciones en el represor mexR de la
bomba MexAB-OprM, el regulador negativo nfxB de la bomba de eflujo mexCD-
oprd, el regulador mexZ de la bomba MexXY-OprM) (Henrichfreise et al., 2007,
Rossolini et al., 2017).



e Mutaciones que modifican el sitio blanco del antibiotico

Las dianas de las fluoroquinolonas son las topoisomerasas (ADN girasa y
topoisomerasa V), responsables de superenrrollar el ADN lo que permite su
empaquetamiento en la célula bacteriana (Kumar, 2017). La ADN girasa, esta
compuesta de dos subunidades (GyrA y GyrB), codificadas por los genes gyrA'y
gyrB, respectivamente. Por otro lado, la topoisomerasa IV también se compone de
dos subunidades (ParC y ParE), codificadas por los genes parC y parE,
respectivamente (Akasaka et al., 2001). Uno de los mecanismos responsables de
la resistencia a fluoroquinolonas, son las mutaciones sin sentido en las llamadas
Regiones Determinantes de la Resistencia a las Quinolonas (QRDR) en las
subunidades de la ADN girasa y la topoisomerasa |V, las cuales disminuyen la
afinidad de uniéon de las quinolonas a sus respectivos blancos farmacolégicos
(L6pez-Causapé et al., 2018). Algunas de estas mutaciones reportadas son G81D,
T83A, T83I, Y86N, D87G, D87N, D87Y, Q106L en GyrA; S466F, S466Y, Q467R,
E468D en GyrB; S87L, S87W en ParC y S457G, S457T, E459D, E459K en ParE
(Lépez-Causapé et al., 2018).

e Mutaciones que reducen la captacion de antibiéticos

OprD actta como un canal especifico para aminoacidos basicos, algunos péptidos
pequefios y antibioticos carbapenémicos (imipenem y meropenem) (Li et al., 2012).
Su estructura consta de un B-barril de 18 hebras que forman nueve loops (L1 a L9),
de los cuales el L2 y L3 estan asociados con la union y el paso del imipenem (Li et
al.,, 2012; Shu et al., 2017). Se ha demostrado que la resistencia a los
carbapenémicos puede deberse a la disminucién de la expresion transcripcional de
oprD o la inactivacion de esta porina a través de un desplazamiento de marco de
lectura por mutaciones, inserciones/deleciones y/o un codon de paro prematuro
(Shu et al., 2017). Por el contrario, se han reportado que deleciones en la secuencia
oprD pueden generar el loop L7-corto, que se asocia con el fenotipo de

susceptibilidad a meropenem (Gonzalez-Vazquez et al., 2021).
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e Mutaciones que sobreexpresan las bombas de expulsion

Existen seis familias de bombas de eflujo que expulsan multiples farmacos: la familia
Small Multidrug Resistance (SMR), la superfamilia Major Facilitator (MFS), la familia
Resistance/Nodulation/Cell division (RND), la ATP-binding Cassette (ABC), la
familia Multidrug and Toxic compound Extrusion (MATE), y la familia recientemente
descrita Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux (PACE) (Lorusso et al.,
2022). Sin embargo, las bombas de eflujo de la familia RND son las que contribuyen
mas significativamente a la resistencia antimicrobiana de P. aeruginosa (Poole,
2011). Los miembros que pertenecen a esta familia son las bombas de eflujo
MexAB-OprM, MexXY, MexCD-OprJ y MexEF-OprN y, son un sistema tripartito
compuesto por un transportador de membrana interna (MexB, MexY, MexD y
MexF), un canal de membrana externa (OprM, OprJ y OprN) y una proteina

adaptadora periplasmica (MexA, MexX, MexC y MexE) (Daury et al., 2016).

Las mutaciones en los genes reguladores mexR, nalC o nalD pueden ser
responsables de la sobreexpresion de la bomba MexAB-OprM y se asocian a la
resistencia de la mayoria de los antibiéticos antipseudomonicos, excepto colistina;
mientras que la sobreexpresion de MexXY es causada por mutaciones en los genes
mexZ, parSR y amgS y afecta la resistencia a cefepime, fluoroquinolonas y

aminoglucésidos (Guénard et al., 2014; Lépez-Causapé et al., 2018).

Varias mutaciones en el represor nfxB se han asociado con un incremento en la
expresion de la bomba MexCD-OprJ, lo cual provoca cepas resistentes a
fluoroquinolonas (levofloxacino y ciprofloxacino), cloranfenicol, tetraciclina y
cefalosporinas de segunda generacioén (Li et al., 2000). Ademas, las mutaciones en
meXxD pueden cambiar la especificidad del sustrato de esta bomba de expulsién, lo
cual se ha asociado con la resistencia a la carbenicilina, ceftolozano-tazobactam y
ceftazidima-avibactam (Lorusso et al., 2022). Por otro lado, las mutaciones en el
regulador nfxC causan la sobreexpresion de la bomba MexEF-OprN y resistencia a
quinolonas, cloranfenicol y trimetoprim (Li et al., 2000). Ademas, estas mutaciones
en nfxC también causan menor susceptibilidad a los carbapenémicos, relacionada

a la reduccion de la expresion del gen oprD (Richardot et al., 2016).
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Resistencia adquirida a través de transferencia horizontal de genes

Por otro lado, la resistencia adquirida también se produce a través de la
transferencia horizontal de genes de resistencia, como los que codifican beta-
lactamasas y enzimas modificadoras de aminoglucésidos, a través de elementos

genéticos moéviles/movilizables (Mohanty et al., 2020).

e Enzimas Beta-lactamasas

Existen dos esquemas para clasificar las beta-lactamasas: el de Ambler que usa la
homologia de la secuencia de aminoacidos y el de Bush-Jacoby que est4 basado
en los perfiles de hidrolisis del sustrato, es decir, qué clase de beta-lactamicos
degradan y el grado en que la actividad disminuye por el inhibidor de beta-
lactamasas (Tabla 1) (Bush & Jacoby, 2010).

Tabla 1. Comparacion de los sistemas de clasificacion de beta-lactamasas.
Inhibidas por acido

Bush- Ambler Sustratos Inhibidos clavulénico o
Jacoby por EDTA
tazobactam
1 Clase C Cefalosp_orinasas ) No
Cefaminasas
2 Clase A ) Si
2a Penicilinas Si
2b Si
2be Cefalosporinas Si
2br No
2ber No
2ce Si
2d Clase D Penicilinas ) Variable
2de Cefalosporinas
2df Carbapenémicos
2e Si
2f Carbapenémicos Variable
3 Clase B Carbapenémicos (+) No
3a B1
3b B2
3a B3

Tomado de Bonomo, 2017

La clasificacion estructural de Ambler comprende cuatro clases moleculares: A) las
beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE) que son inhibidas por el acido

clavulanico, B) las metalo-beta-lactamasas (MBL), C) las cefalosporinasas (AmpC)
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y D) las oxacilinasas (OXA). Las clases A, C y D tienen serina en el centro activo,
mientras que las MBL tienen uno o dos cationes divalentes de Zn?* (Tabla 1) (Meletis
et al., 2012).

e Clase A (Beta-lactamasas de espectro extendido)

Las beta-lactamasas de espectro extendido de clase A hidrolizan cefalosporinas de
amplio espectro como cefotaxima y ceftazidima, aztreonam, penicilinas y
cefalosporinas de espectro estrecho (Poole, 2011). Dentro de este grupo se
encuentran las enzimas tipo SHV, TEM, PER, VEB, GES, IBC, KPC, entre otras
(Lee et al., 2005). Aunque cabe mencionar que las enzimas tipo SHV, TEM, KPC y
GES, son las beta-lactamasas de clase A adquiridas horizontalmente mas

prevalentes en P. aeruginosa (Glen & Lamont, 2021).

Algunas hidrolizan antibiéticos carbapenémicos como blakpec-2 y otras variantes han
ampliado su espectro como blaces-2, blaces-s, blaces-s, blaces-20 (Halat & Moubareck,
2022; Villegas et al., 2007).

¢ Clase B (Metalo beta-lactamasas)

Las metalo-beta-lactamasas son metaloproteinas dependientes de Zn(ll) capaces
de hidrolizar penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e incluso inhibidores de
beta-lactamasas como &cido clavulanico y sulbactam, pero son inhibidas por
guelantes de metales como el EDTA (Bahr et al., 2021). Dado que las metalo-beta-
lactamasas son muy divergentes en secuencia, ligandos metalicos en el sitio activo
y estequiometria del Zn(ll), se han dividido en tres subclases: B1 que son activas
con 2 iones metalicos, B2 que son activas en su forma mono-Zn(ll) y B3 que son
binucleares (Lopez et al., 2022). Se han identificado varios tipos de MBL, como IMP,
VIM, SPM, GIM, SIM, DIM, AIM, FIM y NDM, siendo las enzimas tipo VIM e IMP las
gue mas comunmente se encuentran en P. aeruginosa (Acharya et al., 2017).

e Clase C (Cefalosporinasas)

Ademas de las mutaciones en ampR y ampD que sobreexpresan la AmpC
cromosdmica (mencionado anteriormente), también se han reportado polimorfismos

en la secuencia del gen ampC (Berrazeg et al., 2015). A estas variantes se les llamo
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PDC (Pseudomonas-derived cephalosporinases) (Rodriguez-Martinez et al., 2009)
y algunas de ellas como PDC-2, PDC-3, PDC-4, o PDC-5 muestran susceptibilidad
reducida para todos los beta-lactamicos, incluyendo ceftazidima, cefepima,
cefpirome, aztreonam, imipenem, y meropenem, en comparacion con PDC-1 (la
PDC de la cepa de referencia P. aeruginosa PAO1) (Halat & Moubareck, 2022).

De igual manera, se han descrito beta-lactamasas clase C transferibles por
elementos genéticos moviles que tienen actividad contra penicilinas, cefalosporinas
y monobactdmicos; FOX y CMY-2 son algunas de las que se han encontrado en

plasmidos de P. aeruginosa (Glen & Lamont, 2021).
e Clase D (Oxacilinasas)

A este grupo de beta-lactamasas se les dio el nombre de oxacilinasas debido a que
tenian actividad hidrolizante hacia oxacilina y cloxacilina (Kong et al., 2005). No
obstante, se ha observado que algunas variantes recientes inactivan con menor
eficacia a estos dos antibiéticos, pero todas hidrolizan amino y carboxipenicilinas
(Sawa et al., 2020). Esta clase de enzimas no las inhibe el acido clavulanico, el
tazobactam y el sulbactam, pero pueden inhibirse in vitro por cloruro de sodio (NaCl)
(Bonomo, 2017).

En P. aeruginosa se han encontrado las variantes OXA-2, OXA-10, OXA-5, OXA-
46, OXA-11y OXA-18. Y otras con actividad carbapenemasa como OXA-40, OXA-
198, OXA-48, y OXA-181 (El Garch et al., 2011; Yoon & Jeong, 2021).

Enzimas modificadoras de aminoglucésidos

El mecanismo mas comun de resistencia a aminoglucosidos es la modificacion
quimica por enzimas modificadoras de aminoglucosidos (Garneau-Tsodikova &
Labby, 2016). Basado en el tipo de modificacién quimica, pueden dividirse en 3
clases: aminoglucésido fosforiltransferasas (APHSs), aminoglucésidos
acetiltransferasas (AACs) y aminoglucésido nucleotidiltransferasas (ANTs) (Poole,
2011). Las mas comunes identificadas en P. aeruginosa son aac(6’)-lb, aac(3)-

IV, ant(2")-la'y aph(3’)-la (Zhang et al., 2023) y suelen encontrarse acompafadas
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de otros genes de resistencia a otros antibiéticos, acarreadas por integrones (Poole,
2011).

Este tipo de beta-lactamasas y enzimas modificadoras de aminoglucésidos son
frecuentemente codificadas en plasmidos y/o integrones, transposones, elementos
conjugativos integrativos (ICE), islas gendmicas, fagos y fagos-plasmidos que les

permiten su amplia diseminacion en diferentes ambientes.

Plasmidos

Los plasmidos son elementos genéticos circulares extracromosomicos (aunque hay
algunos tipos lineares), y capaces de replicarse de forma independiente al
cromosoma (Hulter et al., 2017). Tienen una estructura modular, lo que significa que
las funciones relacionadas se agrupan en moédulo de replicacion, médulo de
estabilidad, modulo de transferencia y modulo de adaptabilidad (Garcillan-Barcia et
al., 2011).

Modulo de replicacion

Este mddulo esta conformado por los genes implicados tanto en la replicacién como
en el control de nimero de copias del plasmido (Garcillan-Barcia et al., 2011). La
replicacion de los plasmidos puede llevarse a cabo por uno de tres mecanismos

generales: circulo rodante, desplazamiento de la hebra y mecanismos de tipo theta.

En la replicacion por circulo rodante, la proteina Rep se une y corta en el dso (del
inglés: double-strand origin); esto genera un 3’-OH libre lo que permite que la ADN
polimerasa lll del hospedero inicie la replicacion de la hebra lider, posteriormente se
recirculariza con una ADN ligasa del hospedero y se forma el primer ADN circular.
La sintesis de la hebra rezagada inicia cuando la ARN polimerasa hospedera
sintetiza un cebador en el origen sso (Del inglés: Single-strand origin),
posteriormente la ADN polimerasa lll sintetiza la hebra hermana, y al final una ligasa
del hospedero une los extremos de la hebra. El producto final son 2 moléculas de
ADN circular de doble hebra (Ruiz-Maso et al., 2015).
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Replicacion theta: Se le da este nombre debido a que cuando la replicacion
comienza, se abren las dos hebras de ADN en el ori y se crea una estructura que
se ve como la letra griega “theta” (0) (Lilly & Camps, 2015). Segun su modo de iniciar
la replicacion, los replicones de tipo theta se han agrupado en cuatro clases (A, B,
Cy D). Los replicones theta clase A codifican una proteina Rep que se une al origen
y facilita la separacion del ADN. Los replicones clase B se caracterizan por carecer
de un gen rep; en su lugar, la separacion de las hebras de ADN y la sintesis del pre-
cebador de ARN son realizadas por la ARN polimerasa bacteriana. Los de clase C
contienen origenes de replicacion pequefios y codifican una proteina Rep primasa
gue también facilita el desenrollamiento del ADN. Por ultimo, el funcionamiento de
los replicones de clase D requiere la participacion de una proteina Rep en la

separacion del ADN y el procesamiento del cebador (Bardaji et al., 2017).

Para que la replicacion por desplazamiento de cadena se lleve a cabo, el plasmido
codifica una primasa RepB, una RepC que inicia la replicacion y una helicasa RepA.
El proceso inicia con RepC interactuando con los iterones del origen de replicacion
y con RepA, que cataliza el desenrollamiento bidireccional del ADN, promoviendo
la exposicion de los dos sitios ssi (repetidas invertidas) en las dos hebras de ADN.
Posteriormente, RepB reconoce esos sitios, sintetiza los cebadores y la replicacion
ocurre en direcciones opuestas desde los dos origenes. Los productos finales son
circulos singles strand-desplazados y circulos superenrollados de doble hebra,
donde los ssADN pueden contener secuencias ssi que se utilizan para iniciar la

sintesis de su hebra complementaria (del Solar et al., 1998; Lilly & Camps, 2015).

Modulo de estabilidad

Los plasmidos también tienen mecanismos que aseguran que todas las células hijas
reciban y mantengan al menos una copia del plasmido al momento de la division
celular. Entre ellos se encuentran: 1) los sistemas de particion, 2) la segregacion al
azar y 3) la muerte post-segregacional.

-Sistemas de particion. Se componen de tres elementos: un sitio de particion similar
a un centromero actuando en cis y dos proteinas denominadas tipicamente ParA'y

ParB (Schumacher, 2007). La proteina ParB se une al sitio similar a centrémero.

16



Después, multiples moléculas de ParB se extienden sobre y alrededor del sitio,
creando una gran estructura nucleoproteica (complejo de particién). Una vez
emparejados los plasmidos con ParB, los complejos de particion son reconocidos
por la ATPasa ParA, que impulsa la separacion de los plasmidos hacia cada célula
(Schumacher, 2007).

Estos sistemas de particion pueden dividirse en 3 clases en funcion de las
propiedades de las ATPasas: los sistemas de tipo | codifican ATPasas Walker, los
sistemas de tipo Il contienen sitios de union al ATP similares a la actina eucariota y
los sistemas tipo Il codifican GTPasas que se asemejan a tubulina (Yano et al.,
2018).

-Segregacion al azar. La ausencia de sistemas de particion activos en plasmidos de
alto numero de copias (>15 copias/célula) ha llevado a plantear un modelo de
distribucion al azar. Este modelo asume la difusion libre de pladsmidos a través del
citoplasma antes de la division celular, para que cada célula hija reciba al menos un
plasmido (Million-Weaver & Camps, 2014).

-Muerte post-segregacional. Algunos plasmidos aseguran su mantenimiento en la
poblacion a través de sistemas toxina-antitoxina que matan células hijas libres de
plasmido. Estos sistemas constan de una toxina estable y una antitoxina labil
presentes en el mismo plasmido. Cuando el pladsmido esta presente, codifica la
antitoxina que se une a la toxina y la inactiva, esto asegura que solamente las
células hijas que hereden el plasmido sobrevivan; si por alguna razén el plasmido
estd ausente en alguna célula hija, la antitoxina inestable es degradada y la toxina

estable la mata (Million-Weaver & Camps, 2014; Savari et al., 2016).

Mdédulo de transferencia

La conjugacion es un mecanismo de transferencia horizontal de genes que requiere
contacto entre la células donadora y receptora (Dionisio et al., 2019). De acuerdo
con este proceso los plasmidos pueden ser categorizados como conjugativos,
movilizables y no conjugativos. Los plasmidos conjugativos codifican toda la
maquinaria requerida para la conjugacion, es decir, un origen de transferencia (oriT),

una relaxasa que se une al oriT, un sistema de secrecion tipo 4 (SST4) y una
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proteina acopladora tipo 4 (TACP); si por el contrario s6lo codifica relaxasa, oriT y/o
TACP se le llama plasmido movilizable y requerira de un plasmido conjugativo en la
misma célula para poder transferirse (Dionisio et al., 2019). Un ejemplo en
Pseudomonas es la movilizacion eficaz de los plasmidos IncP-4 por los plasmidos
IncP-1 (Thomas & Haines, 2004). Por ultimo, los plasmidos no movilizables no con
capaces de transferirse por conjugacion, pero si por otros mecanismos de

transferencia horizontal.

El proceso de conjugacion consta de dos etapas: en la primera etapa, el ADN se
procesa por un set de proteinas MOB y en la segunda etapa el ADN se transporta
através del SST4 (Cabezoén et al., 2017). La conjugacion inicia por la accion de una
relaxasa que rompe la molécula de ADN en el oriT y se une covalentemente a una
hebra (ssADN) formando un complejo nucleoproteico relaxasa-ssADN. Este
complejo se presenta al SST4 por una proteina acopladora tipo 4 (ATPasa) y se
transfiere a la célula receptora donde finalmente se recirculariza (Coluzzi et al.,
2022).
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Figura 1. Mecanismo de A) conjugacion y B) movilizacidon de plasmidos. El proceso se explica
en el texto principal. pCONJ significa plasmido conjugativo y pMOB significa plasmido movilizable.
Tomado de Coluzzi et al., 2022.
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Rango de hospedero

El rango de hospedero de un pldsmido se refiere a los diversos microorganismos en
los que un plasmido puede replicarse y mantenerse estable (Suzuki et al., 2018).
En consecuencia, los plasmidos pueden clasificarse en rango de hospedero
estrecho y amplio y hay diversos factores que lo determinan, por ejemplo: 1) la
presencia de multiples origenes de replicacion, 2) inicio de la replicacion que no
requiera proteinas del hospedero y 3) pocos sitios para enzimas de restriccion,
porque de esta forma pueden superar facilmente la barrera de restriccion de las
células hospederas (Jain & Srivastava, 2013). Algunos ejemplos de plasmidos de
amplio rango de hospedero son los que tienen grupo de incompatibilidad IncP-1,
IncP-3, IncP-4, IncP-6 (Thomas & Haines, 2004), mientras que plasmidos
pertenecientes a IncP-2, IncP-5, IncP-7, IncP-10, IncP-12 e IncP-13 tienen estrecho
rango de hospedero y no pueden transferirse de Pseudomonas a Escherichia coli
(E. coli) (Dai et al., 2016).

Clasificacion de plasmidos

Clasificar a los plasmidos ha sido una tarea ardua que ha ido cambiando a través
del tiempo. El primer esquema de clasificacion se basé en la incompatibilidad de los
plasmidos, la cual se define como la incapacidad que tienen los plasmidos con
sistemas de replicacion y particion similares, de coexistir en una misma célula
hospedera (Shintani et al., 2015). En P. aeruginosa se han reconocido un total de
14 grupos de incompatibilidad, que van desde IncP-1 a IncP-14 y algunos de ellos
son equivalentes a los definidos en E. coli; por ejemplo, IncP-1, IncP-3, IncP-4 e
IncP-6 son equivalentes a IncP, IncA/C, IncQ e IncG/U, respectivamente (Yano et
al., 2018). Sin embargo, este esquema de tipificaciéon tiene algunas dificultades que
impiden su uso de rutina, y aflos mas tarde esta técnica seria reemplazada con éxito
por el uso de la tipificacion por replicon (PBRT) vy tipificacion por MOB, que estan
basados en las funciones de replicacion y movilidad del plasmido, respectivamente
(Orlek et al., 2017).
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La tipificacion por replicon primero se basoé en la hibridacion del ADN utilizando 19
sondas especificas del loci Inc (Couturier et al., 1988) y posteriormente en la PCR.
La tipificacion por replicon mediante PCR la desarroll6 Carattoli et al; y se basa en
un conjunto de oligonucleoétidos dirigidos a diferentes regiones asociadas con la
replicacion, incluidos los genes rep, iterones y RNAI (HI1, HI2, I11-1, X, L/M, N, FIA,
FIB, W, Y, P, FIC, A/IC, T, Flls, FrepB, K, B/O) (Carattoli et al., 2005). Mas adelante,
Garcia-Fernandez et al., 2010 y Villa et al., 2010 afiadieron oligonucleétidos para la
identificacion de otros replicones (Flly, FlIk, RepAFIl, HI2) (Villa et al., 2010).
Finalmente, esta técnica se desarrolld para la deteccion de replicones in silico
mediante una base de datos llamada PlasmidFinder, la cual actualmente puede
detectar 471 secuencias de replicones plasmidicos: 142 de Enterobacteriaceae y

329 de bacterias Grampositivas (Garcillan-Barcia et al., 2023).

Por otro lado, existe otra clasificacion llamada “Degenerate Primer MOB Typing”
(DPMT, por sus siglas en inglés) que estd basada en la relaxasa (proteinas
multidominio cuya actividad relaxasa reside en su dominio N-terminal) de plasmidos
de y-Proteobacterias (Orlek et al., 2017). Para esta clasificacion se trazaron las
relaciones evolucionarias entre las secuencias de las relaxasas, se detectaron 6
familias MOB (MOBc, MOBr, MOBH, MOBp, MOBq, and MOBv) y se disefiaron
oligonucledtidos degenerados (Alvarado et al., 2012). Cabe recalcar que este
método tiene la ventaja de que identifica nuevas relaxasas y clasifica una mayor
cantidad de plasmidos en comparacion con el método PBRT. Mas adelante se
desarrollaria un servidor web llamado “MOBscan” (Garcillan-Barcia et al., 2020)
para la identificacion y clasificacion de las relaxasas en 9 clases MOB y, MOB-suite
que redne un set de herramientas para la agrupacion y tipificacion de plasmidos a

partir de ensambles de genomas (Robertson et al., 2020).

Las tipificaciones anteriores tienen una aplicacion limitada para abarcar y analizar
la estructura de la poblacion del plasmidoma, ya que estan basadas en solo un gen
del plasmido. Por lo tanto, se desarroll6 una clasificacion taxonémica de plasmidos
llamada unidad taxonémica de plasmidos, o PTUs, basada en métricas de identidad

nucleotidica media (ANI, por sus siglas en inglés) (Redondo-Salvo et al., 2020), la

20



cual estd disponible en un servidor web de acceso libre llamado COPLA (Redondo-
Salvo et al., 2021).

Otros Elementos Genéticos Moviles

Fagos-plasmidos

Existen otros elementos que pueden encontrarse de manera extra-cromosémica al
igual que los plasmidos y son conocidos como Fagos-Plasmidos (Pfeifer et al.,
2021). Estos elementos, requieren un gen iniciador de la replicacion y un sistema
de particion homodlogos a los de plasmidos, pero también necesitan genes de fagos
temperados, como los involucrados en la lisogenia, lisis, empaqguetamiento del ADN
y la estructura del virion (Pfeifer & Rocha, 2023). Se ha reportado que algunos de
ellos participan en la diseminacion de genes de resistencia, como es el caso del
fago-plasmido pBHG6::Phage BH9 encontrado en P. aeruginosa acarreando la

carbapenemasa blakec-2 (Galetti et al., 2019).

Elementos Integrativos Conjugativos (ICEs)

Los ICEs presentan dos estados diferentes: un estado integrativo en el que su ADN
reside en el cromosoma, y un estado conjugativo en el que su ADN se escinde del
cromosoma y puede pasar a otra célula mediante conjugacion; estas reacciones de
integracion y escision son catalizadas por una integrasa (Delavat et al., 2017). Igual
que los plasmidos conjugativos, los ICEs codifican 1) una relaxasa, 2) proteinas del
SST4, 3) una proteina acopladora tipo IV y 4) un origen de transferencia (oriT)
(Johnson & Grossman, 2015). Sin embargo, en contraste a los plasmidos, los ICEs
no son capaces de replicarse de manera independiente, sino que se replican con el
cromosoma del hospedero (Zakharova & Viktorov, 2015). En P. aeruginosa se han
encontrado ICEs acarreando genes de resistencia como crpP (Botelho et al., 2020;
Zhu et al., 2021).

Integrones

Los integrones son elementos genéticos que capturan genes exdégenos mediante

recombinacion sitio especifica y luego expresan estos genes a partir de un promotor
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interno (Ghaly et al., 2021). Tienen tres regiones genéticas distintas, el segmento
conservado en el 5' (5'-CS) y el segmento conservado en el 3' (3'-CS), que flanquean
la region variable central donde se encuentran los casetes de genes (Domingues et
al., 2012). La region 5’-conservada incluye: 1) la integrasa que codifica una tirosina
recombinasa (intl), 2) el sitio de recombinacién (attl) que es reconocido por la
integrasa y, 3) el promotor (Pc), situado rio arriba del sitio de integracion, necesario
para la transcripcion y expresion de los casetes de genes (Domingues et al., 2012).
Las secuencias de aminoacidos de las integrasas Intl se han utilizado como base
para dividir a los integrones en clases 1, 2, 3, 4, siendo los de clase 1 los méas
comunmente relacionados con el acarreamiento y la diseminacion de resistencia a
antibioticos (Deng et al., 2015). En los integrones de clase 1, la region 3'-conservada
es el resultado de una fusion del gen gack del transposon Tn402 con el gen sull,
resultando en la delecion parcial de gacE (qacEdeltal) (Domingues et al., 2012).
Por altimo, la regién variable estd compuesta de uno o mas casetes de genes que
consiste en un gen generalmente sin promotor, asociado a un sitio de recombinacién
denominado attC (Richard et al., 2022).

Casate de genes
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Figura 2. Estructura de los integrones y proceso de integracién de un casete. Las flechas
verdes representan las integrasas (intl), los cuadros negros el sitio de recombinacién de la integrasa
(attl), las flechas rojas y azules representan casetes de genes y los cuadrados rosas representan los
sitios de recombinacién de los casetes de genes (attC). Tomado de Rossolini et al., 2017.
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Transposones

Los transposones pueden diseminar genes de resistencia a antibiéticos y se dividen
en 3 categorias: secuencias de insercion (SIs), transposones compuestos (TnC) y
transposones no compuestos (Tn-nC). Los Sis estan flanqueados por secuencias
repetidas invertidas, los TnC son flanqueados por Sls, en cambio los Tn-nC
(también denominados familia Tn3) a diferencia de los TnC no tienen Sis pero son
portadores de tnpA (transposasa) y tnpR (resolvasa) y estan flanqueadas por

secuencias repetidas invertidas (Babakhani & Oloomi, 2018).
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2. ANTECEDENTES GENERALES

Se han reportado cepas de P. aeruginosa portadoras de integrones clase 1 y
transposones que acarrean genes de resistencia a carbapenémicos (blaivp-1s,
blaces-20, blaivp-18, blavim-2, blavim-7) y estos a su vez estan movilizados en plasmidos.
Sin embargo, la localizacién de dichos genes so6lo pudo observarse mediante
Southern blot y su capacidad de transferencia mediante experimentos de
conjugacion y/o transformacion (Balero de Paula et al., 2017; Garza-Ramos, Morfin-
Otero, et al., 2008; Garza-Ramos, Tinoco, et al., 2008; Martinez et al., 2012).

Gracias al rapido avance de las tecnologias de secuenciacion, en las ultimas
décadas ha aumentado el numero de plasmidos completamente secuenciados. El
analisis comparativo de secuencias de plasmidos ha permitido comprender mejor la
evolucion de los plasmidos, su estructura modular y la existencia de puntos calientes
para la inserciébn de genes accesorios. Sin embargo, en comparacion con otros
géneros bacterianos, es poca la informacién que se conoce acerca de plasmidos

portadores de beta-lactamasas en cepas de P. aeruginosa.

Li y colaboradores (2008), secuenciaron el plasmido p07-406 de una cepa de P.
aeruginosa que tenia un tamafo de 24,179 pb y era portador de un transposén
acarreando un integrén con blaviv-z. También se identificaron genes implicados en
la conjugacion (trbL, trbK, trbJ, tral, traJ, traK), la replicacion (repA) y la particion
(parC, parA). El plasmido no se transfirié por conjugacién bajo las condiciones

experimentales que se probaron, pero si por electroporacién (Li et al., 2008).

Por otra parte, Naas y colaboradores (2013), reportaron 2 plasmidos de 2 cepas
clinicas de P. aeruginosa portadores de blakpc-2. El plasmido pCOL-1 tenia un
tamafio de 31,529 pb, perteneciente al grupo de incompatibilidad IncP-6 y tenia
genes implicados en la replicacion (repA-IncP-6, oriV), movilizacién (mobE, mobD,
mobC, mobB, mobA, oriT), particion (parA, parB, parC), pero no en la conjugacion.
Por otro lado, el plasmido pPA-2 fue de menor tamafio (7,995 pb), perteneciente a
un grupo de incompatibilidad diferente (IncU) y carente de genes implicados en la

movilizacion, particion y conjugacion (Naas et al., 2013).
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Bonnin y colaboradores en el 2013 reportaron una cepa clinica de P. aeruginosa
portadora de blaviv-2 insertado en un transposon y que a su vez se encuentra
localizado en el plasmido pNOR-2000. Su tamafio era de 21,880 pb y su estructura
consta de genes implicados en la replicacion (repA), conjugacion (traG traD, traC,
traA) y particién (parA, parB). Sin embargo, no pudo transferirse a P. aeruginosa

PU21 mediante conjugacion (Bonnin et al., 2013).

Xiong y colaboradores (2013), estudiaron una cepa de P. aeruginosa de origen
clinico que portaba los genes blavp-9 y blaoxa-10 €n 2 integrones clase 1 acarreados
por el plasmido pOZ176. Tenia un tamafio de 500,839 pb, pertenecia al grupo IncP-
2 y su estructura constaba de genes implicados en la replicacion (repA), conjugacion
(traF, virD2, traG y trbBCDEJLFGI) y mantenimiento (parA, parB) (Xiong et al.,
2013).

Feng y colaboradores (2016) reportaron el plasmido pP378 del grupo IncN en una
cepa clinica de P. aeruginosa. Tenia un tamafio de 51.21 kb y era portador de blaive-
4 acarreado por un integrén clase 1. Su estructura estaba compuesta de genes de
replicacion (repA), transferencia (trak, tral, traJd, traL, korA-korB traM, traA, traB,
traC, traD, traN, trak, traO, traF, traG, nuc) y mantenimiento (operén stbABC-orfD y
resP). pP378 fue transferido a una cepa de E. coli EC600 mediante conjugacion
(Feng et al., 2016).

Galetti y colaboradores en el 2016 aislaron una cepa de P. aeruginosa portadora de
blakpc-2 codificado en el plasmido fago-like pBH6::Phage BH9. Su tamafio era de
41,087 pb y su estructura estaba conformada por el profago BH9 Mu-like insertado
en plasmido pBH6 (Galetti et al., 2019).

Y finalmente Hu y colaboradores en el 2019 reportaron una cepa de P. aeruginosa
(PA1011) acarreando un plasmido portador de blakpc-2 con un tamafio de 62,793 pb.
Su backbone incluye regiones de replicacion (repA), particion (parA) y sistema de

secrecion (genes vir) (Hu et al., 2019).
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En México son escasos los estudios de plasmidos portadores de genes de
resistencia de P. aeruginosa clinicas. Por otro lado, como describimos
anteriormente, podemos observar que los plasmidos que se han reportado hasta
ahora a nivel internacional en P. aeruginosa son muy diversos en su maquinaria de
replicacion, particion y movilizacion. Por lo tanto, resulta de suma importancia llevar

a cabo este tipo de estudios.

3. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

En el laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad, se han analizado
distintas cepas de P. aeruginosa que fueron aisladas del Hospital Regional
[.S.S.S.T.E de Puebla, con el fin de determinar la presencia de mecanismos de

resistencia a los antibiéticos.

Se estudiaron 59 cepas de P. aeruginosa de las cuales 41 fueron
multidrogorresistentes y/o resistentes a carbapenémicos. Posteriormente se
buscaron genes de resistencia a beta-lactdmicos, siendo 24 las cepas portadoras
de blaces y/o blave. De las 24 cepas, a 17 se les realiz6 extraccion plasmidica, 8 de
estas cepas portaron plasmidos con tamafios que van desde 182 a 368 kb
aproximadamente. Por otro lado, también se clasificaron por el método “Degenerate
prime MOB typing” y se observé que 7 pertenecieron a la subfamilia MOBp11 y una
cepa pertenecio a la subfamilia MOBp14 (GOmez-Martinez, 2017; Lopez-Garcia,
2018).

Posteriormente, Lopez-Garcia en el 2019 realiz6 la deteccion del gen blamve
mediante Southern blot en los plasmidos de 8 cepas; cuatro de ellas eran portadoras
del gen blae en plasmidos (PE06, PE52, PE62, PE63).

En las cepas PE06 y PE52 (portadoras de blave-1s y blave-ss y 2 plasmidos) se
detecto el blaive en los 2 plasmidos. Las cepas PE62 y PE63 (portadoras de blamvp-
18y 2 y 3 plasmidos, respectivamente) mostraron dos sefiales de hibridacion
positivas al gen blaive en dos plasmidos en cada cepa. En el caso de la cepa PE21

(portadora de blampe-62 y un plasmido de 360 kb), no estaba claro si el blaive estaba
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en el cromosoma, en el plasmido o en un pldsmido insertado en cromosoma, por lo
gue se decidié secuenciar su genoma para conocer la localizacion del gen. Se
obtuvo la secuencia parcial de 112,602 pb de un plasmido que tenia un contenido
de GC de 65.9% y 127 ORFs. Se identificaron principalmente 3 regiones: replicacion
(resolvasa), transferencia (trbL, trbK, trbJ, tral, traJ, traK, kfrA) y resistencia (blaime-
62, blaoxa2). Los experimentos de conjugacion no fueron exitosos bajo las

condiciones usadas en el laboratorio.

En el caso de la cepa PE52 se secuencid su genoma con la finalidad de estudiar los
plasmidos portadores de blamp-se y blamp-1s, pero solo se logré identificar un
plasmido portador de blamp-ss. El plasmido se le nombré pPE5S2IMP y tenia un
tamafo de 63,557 pb, con un contenido de GC de 63%. Se predijeron 96 ORFs y
se destacan principalmente 4 regiones: replicacion (repA), mantenimiento (parA,
parB), transferencia (trbL, trbK, trbJ, tral, traJ, traK, krfA) y resistencia (blamp-ss,
blaoxa-2) y, una gran cantidad de proteinas hipotéticas. Los experimentos de
conjugacion no fueron exitosos bajo las condiciones usadas en el laboratorio.
Debido a la gran cantidad de proteinas hipotéticas, resulta interesante continuar con

el andlisis para determinar si verdaderamente esta es la estructura del plasmido.
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4. JUSTIFICACION

Las Infecciones Asociadas a la atencion sanitaria son causadas por diversos
microorganismos del grupo ESKAPE, el cual incluye a Pseudomonas aeruginosa,
quien ademas de tener resistencia intrinseca a diferentes antibioticos, ha adquirido
resistencia a todos los antimicrobianos mediante mutaciones y por trasferencia
horizontal de genes; esto incluye a los carbapenémicos que son usados como ultima
eleccion terapéutica frente a infecciones por este microorganismo. Las IAAS
causadas por P. aeruginosa multidrogorresistentes- resistentes a carbapenémicos
(MDR-RC) conlleva a un incremento en las estancias hospitalarias, elevados costos
para el sistema de salud e incremento en las tasas de morbilidad y mortalidad.

Hoy en dia gracias a los avances en las tecnologias de secuenciacion y al facil
acceso a los mismos, se ha podido conocer el genoma completo y algunas
secuencias de pladsmidos portadores de carbapenemasas de P. aeruginosa, sin
embargo, en México no se han realizado este tipo de estudios, por lo que es de gran
importancia realizarlos con la finalidad de contribuir en el conocimiento
epidemiologico del comportamiento en la distribucion mundial de estos elementos

genéticos moviles, presentes en esta bacteria.

28



5. OBJETIVOS

Objetivo general

» Caracterizar plasmidos portadores de genes codificantes de
carbapenemasas y estudiar el resistoma de aislados clinicos de

Pseudomonas aeruginosa.
Objetivos particulares y especificos

I. Confirmar la pureza de cepas clinicas de P. aeruginosa de diferentes

hospitales.
Il. Determinar el perfil de resistencia de aislados clinicos de P. aeruginosa.
a) Determinar el perfil fenotipico de resistencia antimicrobiana
b) Determinar fenotipicamente la presencia de BLEES.
c) Determinar el perfil genotipico de resistencia antimicrobiana.

Il Caracterizar parcialmente plasmidos portadores de genes codificantes de

carbapenemasas.

a) ldentificar la presencia de plasmidos en cepas de P. aeruginosa portadoras
de carbapenemasas.

b) Determinar el tamafio de los plasmidos portadores de genes codificantes de
carbapenemasas de P. aeruginosa.

c) Tipificar parcialmente los plasmidos de las cepas.

IV. Caracterizar plasmidos portadores de genes codificantes de

carbapenemasas.

a) Secuenciar algunas cepas de P. aeruginosa y analizar los plasmidos

portadores de carbapenemasas.

b) Continuar el estudio de los plasmidos de las cepas PE21 y PE52 que

son portadoras de carbapenemasas.

V. Analizar el genoma de las cepas en estudio
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b)

Determinar la secuencia tipo (ST) de los genomas de P. aeruginosa

en estudio.

Realizar gendémica comparativa del resistoma, factores de virulencia 'y
elementos genéticos movilizables de los genomas de P. aeruginosa

en estudio y genomas reportados en el GenBank.
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6. MATERIALES Y METODOS

Cepas de estudio

Se trabajé con 64 cepas de P. aeruginosa MDR-RC, aisladas de diferentes sitios
anatomicos y unidades de servicio del Hospital Regional del Instituto de Seguridad
y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado de Puebla (n=43) y del Hospital

para el Nifio Poblano (n= 21).

Los aislados se recolectaron durante el periodo de octubre del 2015 a julio del 2021
y fueron previamente identificados con el sistema semiautomatizado VITEK-2. Las
cepas se almacenaron en crioviales con 1 ml de Caldo Infusién Cerebro Corazén
(BHI) y glicerol al 10% a -70°C, e identificadas con numero secuencial designado
por el Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad (LMHyC). Para
descongelar las cepas se sembr6 un inoculo de cada una en placas de agar TSA
(BD Bioxon®) por estria cruzada y se incubaron durante 16 a 18 h a 37°C para

después realizar el experimento correspondiente.

De las 43 cepas del Hospital regional I.S.S.S.T.E de Puebla, 4 fueron parcialmente
estudiadas por Lépez-Garcia et al., 2018 y sus caracteristicas se muestran en la
tabla 2. El perfil fenotipico de resistencia de las 39 cepas restantes fue determinado
por Sanchez-Renteria, 2021.

Tabla 2. Caracteristicas de las cepas PE21, PE52, PE63 y PE83

Cepa Servicio Q”gef‘ de Genotipo de resistencia . No_. Tamafo MOB
aislamiento plasmidos
aph(3")-lb, aac(6")-Il,
aadAlb, aph(3')-Via,
PE21 M Esputo aph(3)-lib, aadA6, aac(6')- 1 368 kb MOB&p11,

33, sull, catB7, catAl, MOB,
blages.s2, blaoxa-2, blawe-s2,

blaoxa.s0, ampC, fosA
aph(3")-lib, aadAlb, fosA,

PE52 Ml Urocultivo sull, catB7, ampC, blawp-ss, 2 27.6 kb MOBp11
blaoxa-2, blaoxa-ase
aph(3‘)—llb, catB7, blapxa-so,
ampC, fosA
gnrVC1, aac(6)-Il, aph(3')-
Via, aadAlb, aadA6,
PE83 Epidemiologia Urocultivo aph(3")-1b, fosA, sull, 1 350 kb MOBp11
dfrAl15, catB7, catAl, ampC,
blaoxa-2, blaoxa-so, blawve-s2

PE63 Cirugia Urocultivo 1 - MOBp14
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Condiciones éticas

El protocolo para este estudio se aprobé por el Comité Etico del Hospital Regional

I.S.S.S.T.E., Puebla con el nimero de registro 188.2018. Todos los aislados se

recolectaron durante el muestreo de rutina del hospital, y los datos del paciente se

mantuvieron bajo anonimato.

Cepas control

En los experimentos realizados en este estudio se utilizaron cepas control cuyas

caracteristicas se enlistan en la tabla 3.

Tabla 3. Cepas control.

Cepa Microorganismo Caracteristicas Donada por
Control de plasmidos:
NCTC 50192 E. coli 154 kb, 86 kb, 64 kb 'y 7 Dr. Ulises Garza Ramos
kb.
PAO1 P. aeruginosa Control negs(tal?/o, PFGE- Dr. Miguel Castafieda
blamp-62, blaces-32,
PE21 P. aeruginosa blaoxa-2, blaoxa-so, LMHyC-CICM, BUAP
MOBp11, MOBH2
PE63 P. aeruginosa MOBp14 LMHyC-CICM, BUAP
Psl03 P. aeruginosa blavim LMHyC-CICM, BUAP
. Dra. Elena Bello Lopez
AN54 A. baumannii blanom LMHyC-CICM, BUAP
. , Dr. Gerardo Cortés Cortés
C7226 E. coli aac(6’)-Ib LMHyC-CICM, BUAP
. Dr. Gerardo Cortés Cortés
C7219 (N. 57) E. coli gnrA LMHyC-CICM, BUAP
SA96 K. pneumoniae qnrB M.C. Gabriel Abraham Gonzéalez

LMHyC-CICM, BUAP

Busqueda de genes de resistencia

Obtencién del templado de ADN total por ebullicion.

Esta técnica se basa en la ruptura celular mediante el proceso fisico de la ebullicion,

permitiendo la salida del contenido celular que queda en suspension.
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Se parti6 de un cultivo masivo en agar TSA. Posteriormente se depositaron 2
asadas en un microtubo con 800 ul de solucion salina isoténica. Se centrifugd a
13,000 rpm durante 5 min y se elimind el sobrenadante. Este proceso se repitio 2
veces mas. Después del ultimo lavado, la pastilla se resuspendié con 1000 ul de
solucién inyectable estéril y se colocé en ebullicion durante 10 min. Pasado el

tiempo se centrifugd a 13,000 rpm durante 5 min y se recupero el sobrenadante.

El ADN se cuantificé con el NanoDrop 2000® (Thermo Scientific) y la concentracion

de cada lisado se ajustd a 200 pg/pl.

Amplificacién de genes de resistencia a antibioticos mediante PCR

La busqueda de genes de resistencia a antibioticos se realizé mediante PCR
utilizando oligonucleétidos especificos para los genes blave, blaseL, blatewm, blarer,
blaces, blanom, blaoxa-so, blapsg, blaviv, blaves, blaspm, blakec, blaoxa-2, blashv
(resistencia a beta-lactAmicos), aac(6’)-Ib (resistencia a aminoglucdésidos), gnrB,
gnrS y gnrA (resistencia a quinolonas). El volumen final de cada reaccion de PCR

fue de 10 pl y contenia los componentes de la tabla 4.

Tabla 4. Componentes para una reaccion de PCR.

Concentracion Volumen Concentracion

Reactivos inicial afadido (pl) final
Agua libre de nucleasas - 5.9
Buffer de reaccion 10X 1 1X
MgCl: 25mM 1 2.5 mM
dNTP’s 10mM 0.4 0.4 mM
Primer Forward 25uM 0.3 0.75 mM
Primer Reverse 25uM 0.3 0.75 mM
Maxima Hot Start
Taq DNA Polymerase® 5U/ul 0.1 05U
(Thermo Scientific)
ADN 200 pg/pl 1 -
Volumen final - 10 pl -

La PCR se llevo a cabo utilizando los oligonucleotidos y las condiciones que se

muestran en las tablas 5 y 6.
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Tabla 5. Oligonucleotidos para amplificar por PCR los genes de resistencia a beta-

lactamicos.
Tamanfo
Nompre Secuencia (5' - 3") Condiciones del Referencia
del primer amplicén
Beta-lactamasas de espectro extendido
94°C 5 min - 1c
BEL].'F ATGAAACTGCTGCTCTACCCG (940C 1 min, 50°C 1 Be”o_LépeZ,
min, 72°C 5 min) 30c 817 pb 2015 (Tesis
BEL1-R CAGAAGCAATTAATAACGCCC 72°g/10 min Maestria)
10°C/-
94°C5min- 1
blakPC-F1 ATGTCACTGTATCGCCGTCT  (g4eC 20 seg, 52°C 30 Aoaka P ot
. akKa e
seg, 72°C 1 min) 35¢c 882 pb P '
blakPC-R2 TTACTGCCCGTTGACGCCCA 72°C/10 min al
10°C/-
ges1- F ATGCGCTTCATTCACGCAC (oo 1 min 55°C 1 _
min, 72°C 1 n'1in) 30c 864 pb Dubois, V. et
gesl-R CTATTTGTCCGTGCTCAGG 72°C 10 min al.,, 2001
10°C/-
96°C 5 min - 1c
oxa2 Ps-F TTCAAGCCAAAGGCACGATAG  (g6eC 1 min, 61°C 1
min, 72°C 2 min) 35¢ 703 pb Steward, 2001
oxa2 Ps-R TCCGAGTTGACTGCCGGGTTG  72°C 10 min
10°C/-
0xa50Ps-F  GAAAGGCACCTTCGTCCTCTAC  (ogec 1 min. 65°C 1 ,
min, 72°C 1 min) 30c 453 pb Craalc'%%i%et
0xa50Ps-R  CAGAAAGTGGGTCTGTTCCATC 72°C/: 10 min "
4°Cl-
94°C 5 min - 1c
PERd- F GCCACTGTAGGYGTWGCMGT  (g4ec"1 min. 55°C 1 Bello-L6pez,
min, 72°C 5 min) 30c 714 pb 2015 (Tesis
PERd-R GCGCRATRATRGCTTCATTGGT 72°C/10 min Maestria)
10°C/-
VEBL-F CGACTTCCATTTCCCGATGC  (osrc 1 min. 57°C 1 Nags. T et
; ) aas, |. etal.
min, 72°C 1 min) 30c 643 pb ; '
VEB1-R GGACTCTGCAACAAATACGC  72°C 5 min 1999
10°C/-
1blaPSE TTATTGGCATTTTCGCTTTTA  (g1eG 1 min. 50°C 1 _
min, 72°C 1 min) 30c goapb  Dubos . e
2blaPSE CGCATCATTTCGCTCTG 72°C 10 min g
10°C/-

Nucleétidos degenerados: W=A6T,M=A6C;R=A6G.
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Tabla 6. Oligonucleotidos para amplificar por PCR los genes de resistencia a beta-

lactdmicos, aminoglucésidos y quinolonas.

Nombre Tamafo
. Secuencia (5' - 3') Condiciones del Referencia
del primer L
amplicén
Metalo- beta-lactamasas
Vimd1- F GATGGYGTTTGGTCGCATATC ?32%5 f“r’:“'nlcs cc 1 Bello-Lopez,
. min, 72°C 1 min) 30c 600 pb 2015 (Tesis
Vimd3-R CAACRTTMGYTGTGTGYTKGA  750¢ 10 min Maestria)
94°C 5 min - 1c
IMPd-F CTRCCGCAGWAGMGKCTTTG (94°C 1 min, 56°C 1 Bello-Lépez,
min, 72°C 1 min) 30c 515 pb 2015 (Tesis
IMPd-R GCCADGCTACDANATTTGCGTC  72°C 10 min Maestria)
10°C/-
94°C 5 min - 1c
NDMv-F AATATTATGCACCCGGTCGCG (94°C 1 min, 56°C 1 Bello-Lépez,
min, 72°C 1 min) 30c 732 pb 2015 (Tesis
NDMv-R CATCACGATCATGCTGGCCTT 72°C 10 min Maestria)
10°C/-
94°C 5 min - 1c
bIaSPM'Fl CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG (9400 1 min, 56°C 1 Rodngo E
min, 72°C 1 min) 30c 800 pb Mendes et al.,
blaSPM-R2 CCTTTTCCGCGACCTTGATC 72°C 10 min 2008
10°C/-
Genes de resistencia a aminoglucésidos
) 94°C 5 min 1c
aac(6)-b-F  TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA  (g4eC 455, 60°C 455
' ' Park et al.
72°C 45s) 20 ¢ 482 pb 2006
aac(6’)-1b-R CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 72°C 5 min
10°C pausa
Genes de resistencia a quinolonas
gnrAm-F AGAGGATTTCTCACGCCAGG ~ oosminic _
(95°C 1 min, 55°C 1 Cattoir et al
min, 72°C 1 min) 40 ¢ 580 pb 2007 "
gnrAm-R TGCCAGGCACAGATCTTGAC 72°C 7 min
10°C pausa
qnrB-F GGMATHGAAATTCGCCACTG ~ ocsminic _
(95°C 1 min, 56°C 1 Cattoir et al
min, 72°C 1 min) 35 ¢ 264 pb 2007 "
gnrB-R TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA 72°C 7 min
10°C pausa
anrs-F GCAAGTTCATTGAACAGGGT  orser it oo _
(95°C 1 min, 56°C 1 Cattoir et al
min, 72°C 1 min) 35 ¢ 427 pb 2007
gnrS-R TCTAAACCGTCGAGTTCGGC 72°C 7 min
10°C pausa

Nucleodtidos degenerados: M= A0 C; Y=COT;K=GOT;H=AOCOT;D=A06GO6T;N=A6CHO
GOT,W=AO0T,;R=A6CG.

Electroforesis de los productos de PCR

Los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa al 1%, durante 35-45 min

a 100 V. Se utilizé el marcador de peso molecular Gene Ruler 100 bp Plus ADN

Ladders (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Los geles se tifieron en una

disolucién de bromuro de etidio (Ethidium Bromide 10 mg/ml, Sigma, Aldrich, St.

Louis, MO, USA)), 0.5 g/L durante 30 seg y se dejaron destefiir en agua destilada
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por 30 min. Se utilizé un digitalizador de imagenes MiniBIS Pro-DNR Bio-Imaging

Systems para la visualizacion de las bandas.

Purificacion de los productos de PCR

Las bandas de interés de los productos de PCR se purificaron con el kit
ZymocleanTM Gel ADN Recovery Kit™ de Zymo Research, siguiendo las
instrucciones del fabricante, y se secuenciaron por el método de Sanger en el
Laboratorio Nacional de Gendmica para Biodiversidad (LANGEBIO), CINVESTAV,
Irapuato, Gto. Para el analisis de las secuencias, se utilizaron los programas

mostrados en la tabla 7.

Tabla 7. Programas para el analisis de las secuencias de los genes secuenciados.

Programa Direccion electronica Funcion
. L Visualizador de
F'nCTV version 1.4.0 https://digitalworldbiology.com/FinchTV cromatogramas de secuencias
y Geospiza d
e ADN
Nucleic Acid
Sequence https://biomodel.uah.es/en/lab/cybertory/analysis/mas Edita y limpia secuencias
“‘Massanger” sager.htm
Compara secuencias de
nucledtidos o proteinas con
BLAST https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi bases de datos de secuencias
y calcula la significancia
estadistica

Clustal Omega Realiza alineamientos

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

by EMBL-EBI multiples de secuencias
ExPASy-Translate Permite traducir una secuencia
tool https://web.expasy.org/translate/ de nuclettidos (ADN/ARN) a

una secuencia de proteinas

Extraccion de ADN plasmidico

Se realiz6 la extraccion de plasmidos de P. aeruginosa mediante el método de lisis

alcalina descrito por Kieser, 1984 (Anexo |) (Kieser, 1984).

Extraccion plasmidica (Kieser, 1984 modificada)
Se realizé un cultivo masivo en una placa con agar BHI al 3% y se incub6 durante
16 - 18 h. Se recolecto todo el crecimiento en un microtubo de 1.5 ml que contenia

1 ml de solucion de EDTA 0.01 M. Se homogeneiz6 con vértex, se centrifug6é a
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http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwiTqrr2-v7dAhUEkJAKHauCDYsQFjAAegQICRAB&url=http%3A%2F%2Fwww.attotron.com%2Fcybertory%2Fanalysis%2FseqMassager.htm&usg=AOvVaw09PazEjkfn3wtf0zQSbz4Q

12,000 rpm durante 5 min y después con la ayuda de una micropipeta se eliminé el
exopolisacarido. Posteriormente, se realizé un segundo lavado con 1 ml de solucién
salina isotOnica, repitiendo los pasos de homogenizacion y centrifugacion.

Enseguida se decantd la solucién salina.

El paquete celular se resuspendio con vortex y se le adiciond 400 pul de la solucién
1 [Sacarosa 0.3M (15 ml), Tris-HCI 25 mM pH 8 (1.25 ml), EDTA 25 mM pH 8 (2.5
ml) y H20 (31.25 ml)]. Se resuspendié suavemente con una pipeta hasta obtener
una mezcla homogénea. Posteriormente se le adicionaron 100 pl de lisozima (10
mg/ml) y se homogeneizo con la ayuda de una micropipeta. Esta mezcla se incub6
a 4°C durante 30 min y posteriormente se le adicionaron 250 ul de solucion 2 [NaOH
5 M (300 pl), SDS 10% y H20 (3.7 ml)]. Se resuspendié con una micropipeta y se
incub6 a 54°C en el termobloque durante 30 min (homogeneizar por inversion los
tubos cada 5-10 min). Posteriormente se agregaron 100 ul de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (25:24:1) y se homogeneiz6 con vortex hasta que la mezcla se
volvié una coloracion blanca uniforme (Nota: antes del siguiente paso y para evitar
accidentes es necesario destapar el tubo). Después, se centrifugd a 13,000 rpm
durante 20 min y del sobrenadante se recuperaron aproximadamente 400 pl. Para
el corrimiento electroforético se cargaron 8 ul de la muestray 1 ul de buffer de carga
en un gel de agarosa al 0.8%. Las condiciones de corrimiento fueron las siguientes:
100 V, con buffer TAE 1X durante 1,5 h (o hasta que el colorante llegue a la orilla
del gel).

Caracterizacion parcial de plasmidos

Se realizo6 la caracterizacion parcial de plasmidos de las cepas portadoras de
carbapenemasas mediante PCR, utilizando una clasificacion basada en la
secuencia de las relaxasas. Alvarado et al., 2012, describieron 18 subfamilias de
relaxasas a las cuales nombraron MOB. Sin embargo, en este estudio soélo
utilizamos los oligonucleotidos de las subfamilias de relaxasas MOBpi1, MOBp14 y
MOBH2.
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Tipificacion por amplificacion por PCR de MOB con oligonucledtidos
degenerados (DPMT)

El volumen final de cada reaccion de PCR fue de 10 ul y contenia los componentes
de la Tabla 4.

Se buscaron solamente 3 subfamilias de relaxasas, ya que en trabajos previos
llevados a cabo en el LMHyC fueron las mas prevalentes en las cepas del Hospital
Regional I.S.S.S.T.E de Puebla (Gémez-Martinez, 2017; Lopez-Garcia, 2019). La
PCR se llevo a cabo usando los oligonucledétidos y las condiciones que se muestran

en la tabla 8.

Tabla 8. Oligonucleétidos de las subfamilias MOB y condiciones de PCR.

Oligonucledtido Secuencia (5' - 3") Condiciones Amplicon

94°C 4 min 1c
(94°C 30s, 60°C 30s,
72°C 30s) 25¢ 180 pb
P1-r AGCGATGTGGATGTGAAGGTTRTCNGTRTC  72°C 10 min
10°C pausa
94°C 4 min 1c
P14-f CGCAGCAAGGACACCATCAAYCAYTAYRT (94°C 30s, 50°C 30,
70°C 30s) 25¢ 174 pb
P1-r AGCGATGTGGATGTGAAGGTTRTCNGTRTC ~ 72°C 10 min
10°C pausa
94°C 4 min 1c
(94°C 30s, 68°C 30s,
72°C 30s) 25¢ 264 pb
H2-r GCGGACCGTGCCANGGRTGCCA 72°C 10 min
10°C pausa
Los oligonucledtidos fueron disefiados por Alvarado et al., 2012.Nucleétidos degenerados: R= A 6

G;B=CO6GOT;Y=COT;N=AOCOGOT,;K=GoT

P11-f CGTGCGAAGGGCGACAARACBTAYCA

H2-f AGTTCCCAGCCTCAGAAATCCAYCAYCAYKC

Los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa al 2%, durante 35-45 min
a 100 V. Se utilizo el marcador de peso molecular Gene Ruler 100 bp Plus ADN
Ladders (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Los geles se tifieron con
bromuro de etidio 10 mg/ml (Sigma, Aldrich, St. Louis, MO, USA) durante 30 seg y
se dejaron destefiir en agua destilada por 30 min. Se utilizé6 un digitalizador de
imagenes MiniBIS Pro-DNR Bio-Imaging Systems para la visualizacion de las

bandas.
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Determinacion del peso molecular de los plasmidos con Electroforesis en Gel
de Campos Pulsados con Nucleasa S1 (PFGE-S1)

Esta técnica permite la visualizacién y determinacion de peso molecular de los
plasmidos, ya que se utiliza la enzima S1 para linearizar plasmidos. Se utilizé6 una

cepa control con pladsmidos de peso molecular conocido (E. coli NCTC 50192).

Este protocolo es una modificacion del método descrito por Barton et al., 1995
(Anexo II).

a) Preparacion de los insertos

Se partié de un cultivo masivo de P. aeruginosa en una placa grande con agar BHI
al 3%. Se recolecto toda la cepa en un microtubo que contenia 1 ml de solucién de
EDTA 0.01 M, se homogeneiz6 con vortex y se centrifugd a 12,000 rpm durante 5
min. Después, se eliminé el sobrenadante rico en exopolisacérido con la ayuda de
una pipeta de 1000 pl y se realizé un segundo lavado con solucion salina isotonica.
El paquete celular se resuspendié en 1 ml de Buffer TE (10 mM Tris-HCI pH=8,0, 1
mM EDTA pH=8,0) y se ajusté al patrén no. 2 de MacFarland (6x108 células). Las

suspensiones bacterianas se mantuvieron en hielo hasta su uso.

Por otro lado, se prepard agarosa de bajo punto de fusion (Pulsed Field Certified
Agarose, Biorad) al 1.5% con Buffer TE 1X, se dispensaron 500 pl en microtubos
de 1.5 mly se mantuvieron en un bafio maria con agua hirviendo hasta su uso (esto
mejora la homogeneizacion con la suspensidén bacteriana). Posteriormente, se
mezclaron 500 pl de la suspensién bacteriana con 500 ul de agarosa de bajo punto
de fusidon y se distribuyé en los moldes cuidadosamente sin formar burbujas.
Después, se dejaron gelificar durante 10 min en el refrigerador.

b) Lisis bacteriana

Se afiadié 1 ml de buffer de lisis (Tris 50mM pH=8, EDTA 50mM pH=8, Sarcosil 1%,
0.1 mg/L proteinasa K) en un microtubo, se colocé un inserto y se incubo en bafio

maria con agitacion a 54°C durante 24 h.
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c) Lavado de insertos

Después de llevarse a cabo la lisis, se eliminé el buffer, se recupero el inserto en
una placa de Petri estéril y se realizaron los siguientes lavados en tubos falcon de
15 ml:

a) Se afadieron 10 ml de agua destilada estéril y se incubé durante 10 min en
bafio maria con agitacion a 54°C.

b) Se elimino el agua destilada, se afiadieron 10 ml de buffer TE y se incubo
durante 30 min en bafio maria con agitacion a 54°C. Se repitio 3 veces.

c) Por ultimo, se afiadieron 10 ml de buffer TE y se incubé durante 30 min a

temperatura ambiente.

*Los insertos se guardaron a 4°C en 1 ml de buffer TE hasta su uso (se pueden

conservar hasta por 12 meses).

d) Digestion enzimatica

Se utilizaron 100 pl de la mezcla de digestién para cada muestra, que estaba

compuesta por:

e 0.4 pl de nucleasa S1 (TermoFisher 100 U/ul, 1 ml)
e 20 pl de buffer de la enzima

e 79.6 pl de agua estéril.

Posteriormente, se coloco una cuarta parte del inserto en un microtubo que contenia

la mezcla de digestion y se incub6 durante 40 min a 37°C en la incubadora.

Para parar la reaccion de la enzima S1, se adicionaron 150 pl de solucién de paro
(EDTA 0.05M pH=8; sarcosil 1%) y se incubo en hielo durante 10 min.

e) Preparacion del gel de agarosa

Los fragmentos fueron separados en un gel de agarosa (Pulsed Field Certified
Agarose, Bio-Rad) al 1%. Para prepararla, se disolvieron 1.3 g de agarosa en 130

ml TBE 0.5X, se vertio sobre el molde y se dejo solidificar a temperatura ambiente.
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A continuacion, los pocillos se rellenaron con los insertos digeridos, y se sellaron

con agarosa de la misma concentracion temperada a 50°C.

f) Electroforesis

Se realizé en una cubeta de electroforesis en gel de campos pulsados CHEF-DR I
(Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, EEUU), que se llen6 con 2,870 mL de TBE
0.5X suplementado con tiourea 75 pM (0.0162 g). Las condiciones para el

corrimiento de electroforesis empleadas se describen en la tabla 9.

Tabla 9. Condiciones del corrimiento electroforético de la PFGE-S1.
Condiciones

Gradiente 6 Vicm

Rampa lineal pulsada 1-30 seg
Tiempo de corrimiento 22 h
Temperatura 14°C
Angulo 120°

g) Tincién del gel y visualizacion

Al finalizar la electroforesis, el gel se tifid en una solucion acuosa de bromuro de
etidio (20 pl/ 400 ml) durante 40s, posteriormente se destifid en agua destilada y se
visualizé en un transiluminador ultravioleta MiniBIS Pro-DNR Bio-Imaging Systems

cada h, hasta la adecuada visualizacion de las bandas.

h) Calculo del peso molecular

Para calcular el peso molecular de los plasmidos, utilizamos el programa “Gel Quant
Express”.

1. Seleccionamos la fotografia del gel donde las bandas de los plasmidos se veian

mas claras y definidas.
2. Seleccionamos “Molecular weight” y después click a la pestana “lane”.

3. Definimos el nimero de carriles y los ajustamos en la fotografia del PFGE-S1.
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4. Posteriormente, seleccionamos la pestafia “bands”, “add bands” y marcamos
cada una de las bandas en la fotografia del PFGE-S1.

5. Regresamos a la opcion “Molecular weight”, seleccionamos la opcion STD y
luego la opcion “NCTC 50192”.

6. Finalmente, dimos click a la opcidn “Linearlog”.

7. Para exportar la tabla de Excel con los pesos moleculares seleccionamos

“export table”.

Tipificacion molecular

Electroforesis en Gel de Campos Pulsados con enzima Spel (PFGE-Spel)
Se le realizé la tipificacibn molecular solamente a las cepas que fueron portadoras
de blaimp y/0 blaces. Lo anterior con la finalidad de escoger cepas representativas

de cada clado filogenético para realizarles secuenciacion masiva.

Los insertos fueron preparados, lisados y lavados como se indic6 en los incisos a),
b) y c) del apartado de PFGE-S1.

Digestidon enzimatica con Spel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

Para cada muestra se utilizaron 100 pl de la mezcla de reaccidon que estaba
compuesta por 10 ul de buffer 10X de la enzima, 89 ul de agua inyectable estéril y
1 ul de la enzima Spel. A cada tubo se le coloc6 una cuarta parte del inserto de cada
cepa en estudio y se incubd durante 6 h a 37°C en el bafio maria. La preparacion
del gel de agarosa se llevé a cabo como indica el inciso e) del apartado de PFGE-
S1.

Electroforesis

Se realizé en una cubeta de electroforesis en gel de campos pulsados CHEF-DR i
(Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, EEUU), que se llen6 con 2.870 L de TBE
0.5X suplementado con tiourea 75 pM (0.0162 g). Las condiciones para el
corrimiento de electroforesis empleadas fueron: una rampa lineal pulsada de 5 a 15

s con un gradiente de voltaje de 6 V/cm a 14°C durante 10 h; seguida de una rampa
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lineal pulsada de 15 a 45 s con un gradiente de voltaje de 6V/cm a 14°C durante
otras 10h. La tincion y visualizacion se realizé como indica el inciso g) del apartado
de PFGE-S1.

Analisis de los patrones de PFGE

Las imagenes capturadas fueron analizadas con el programa GelQuant Express
Analysis Software. Se construy6 el dendrograma con los patrones de bandeo y el
andlisis de conglomerados se realizo con el software NTSYSpc2.2, utilizando el
método de UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) y la
similitud de las cepas se establecié considerando los criterios establecidos por

Tenover (Tenover et al., 1995).

Cepas utilizadas para secuenciacion masiva para el analisis de plasmidos y

gendmica comparativa.

Para un mejor entendimiento de las cepas que se usaron en cada uno de los
analisis, se describe en la figura 3 las cepas utilizadas, el tipo de secuenciacion y el

andlisis donde se incluyeron.

Pseudomonas
aeruginosa MDR
secuenciadas

Genomica comparativa Analisis de plasmidos
3 8
PES2, PEB3, y PEB3 ¥ Cepas PE21, PE112, PE151
PE21 secuenciadas por PE197 y PE224
IBumina secuenciadas por llumina y
- minion y PES2 y PES3

secuenciadas por |lumina

Figura 3. Cepas de P. aeruginosa incluidas en cada anlisis.

Para este andlisis incluimos 8 cepas del Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla:
cuatro cepas previamente estudiadas experimentalmente, donde se determind que
eran portadoras de blave, plasmidos y relaxasa MOB (PE21, PE52, PE63, PE83)

43



(LOpez-Garcia et al., 2018), y cuatro cepas PE112, PE151, PE197 y PE224
analizadas en este estudio y seleccionadas debido a que cumplian con los criterios

antes mencionados y no tenian relacion clonal.

Condiciones de crecimiento y preparacion de las cepas

Las 8 cepas se sembraron en placas grandes con agar BHI al 2% y todo el
crecimiento fue recuperado en un microtubo con 1 ml de EDTA 0.01M. Se
homogenizo con vortex y se centrifugo a 12,000 rpm durante 5 min. Posteriormente,
se elimind el exopolisacarido con ayuda de una pipeta y a la pastilla se le adicion6
1 ml de solucion salina isoténica. Se homogeniz6 con vértex hasta desintegrar la
pastilla, se centrifugé a 12,000 rpm durante 5 min y se decant6 el sobrenadante;
esto se repitidé 2 veces mas (nota: retirar el exopolisacarido que se desprenda entre

los lavados).

Extraccion de ADN y secuenciacién masiva
El ADN total se extrajo basandonos en el manual del Kit de purificacion Wizard
Genomic ADN Purification, Promega Corporation. Ma, USA (https://cutt.ly/u9B00OI4).

Antes de iniciar con el procedimiento, la pastilla fue resuspendida con la ayuda de
vértex para asegurar su homogeinizacion con la solucion “nuclei”. Posteriormente,
se agregaron 600 pl de solucion de lisis “nuclei” y se resuspendié suavemente con
la pipeta. La mezcla se incubd por 10 min a 80°C en el “thermoblock”; durante la
incubacion el tubo se invirti6 suavemente cada 3 min. Después, se dejo enfriar a
temperatura ambiente durante 5 min, se le afiadieron 5 pl de solucion de RNAsa y
se homogeneiz6 suavemente con una pipeta. La mezcla se incub6 durante 60 min
a 37°C en la incubadora y se dejo enfriar a temperatura ambiente durante 5 min.
Posteriormente, se afiadieron 200 ul de solucién de precipitacion y se homogeneiz6
por vortex (no deshacer los grumos de exopolisacarido, esto permitira obtener un
ADN mas limpio). A continuacion, se incubo en hielo durante 10 min y se centrifugo
a 13,000 rpm durante 5-10 min (se puede repetir este paso en caso de que el
sobrenadante siga sucio). Se transfirio el sobrenadante a un tubo que contenia 600

pl de isopropanol a temperatura ambiente y se mezcldé suavemente por inversion
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hasta que las hebras de ADN formaron una masa visible. Se centrifug6 a 13,000
rom durante 5 min, se eliminé cuidadosamente el sobrenadante y se escurrié el
exceso con papel absorbente. Después, se afiadieron 600 ul de etanol al 70% que
estaba a temperatura ambiente y se invirtio el tubo varias veces para lavar la pastilla
de ADN. Se centrifug6 a 13,000 rpm durante 5 min, se decant6 cuidadosamente el
etanol y con ayuda de papel absorbente se elimind el exceso. La pastilla se dejo
secar en la incubadora por 5-10 min y se rehidraté con 100 pl de solucién de
rehidratacion. Se incubd durante una h a 65°C y durante este tiempo se invirtio el
tubo periddicamente. EI ADN se guardé a -20°C hasta su uso.

La concentracion y calidad del ADN se midi6 en el NanoDrop 2000® (Thermo
Scientific) y se realizd un corrimiento electroforético en un gel de agarosa al 0.5%
con 0.5-1 pl de ADN, dependiendo de la concentracion. Para comprobar la

presencia del gen blaip se realizo la amplificacion por PCR.

Las cepas se secuenciaron por diferentes tecnologias: La cepa PE21 se secuenci6
por illumina MiSeq 2x150 pb, 5 millones de lecturas “paired end” en el SNPSaurus
Genomic to Genotype, y por MinlON de Oxford Nanopore con 100X de profundidad
en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM (IBT). Las cepas PE112, PE151, PE197
y PE224 se secuenciaron por illumina Nextseq 2x75 pb, 5 millones de lecturas
“paired-end”, y por Oxford Nanopore con 100X de profundidad en el Instituto de
Biotecnologia de la UNAM (IBT). Las cepas PE52, PE63 y PE83 se secuenciaron
Gnicamente por illumina MiSeq 2x150 pb, 5 millones de lecturas “paired end” en el

SNPSaurus Genomic to Genotype.

Ensamble de novo y anotaciéon de genes

El analisis de la calidad y la limpieza de las lecturas, el ensamble de novo y la
anotacion del genoma se realizaron bajo linea de comandos en Linux/Ubuntu.
Primero se reviso la calidad de las lecturas crudas con el programa FastQC. Se
consideraron lecturas de mala calidad aquellas que tuvieran adaptadores, “Ns”,
sobrerrepresentaciones, diferente contenido de bases y GC, entre otras
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/bad_sequence_fastgc.

html). La limpieza de las lecturas de mala calidad se realizé con el programa Trim

45



Galore utilizando las siguientes “flags”™: --fastqc, --paired, --retain_unpaired (Anexo
[ll). Posteriormente, el ensamble de novo de lecturas cortas de ilumina se realizo
con Metassembler a partir de ensambles generados con Velvet v1.2.10, SPAdes
v3.9.0, Platanus y Abyss. Para los ensambles realizados con Velvet se usaron las
“flags” -ShortPaired, -fastq, -separate y se probaron diferentes kmers con la finalidad
de tener el mejor ensamble (Anexo lll). Por otro lado, para los ensambles realizados
con SPAdes se utilizaron los kmeros default (21, 33, 55, 77) y la “flag” -careful para
reducir el nimero de mismatches e indels cortos (Anexo lIll). Para comparar la
calidad de los ensambles se utilizo la herramienta QUAST (Quality Assessment Tool
for Genome Assemblies) y se consider6 como mejor ensamble al que tuviera menor
namero de contigs y el valor de N50 mayor. Los ensambles hibridos de lecturas de

lllumina y MinlON se realizaron con Unicycler v0.5.0 (Wick et al., 2017).

La anotacion de los ensambles se realizé bajo linea de comandos con PROKKA
(Rapid Prokaryotic Genome Annotation) (Seemann, 2014) y con la herramienta
online RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology) (Aziz et al., 2008).
Andlisis bioinformatico para el estudio de plasmidos y otros elementos
genéticos moviles

Se utilizé el programa PLACNETW (https://castillo.dicom.unican.es/upload/) (Vielva
et al., 2017) y la opcion “plasmid” de SPAdes version 3.9.0 (Bankevich et al., 2012)
para diferenciar los contigs pertenecientes a plasmidos, de los pertenecientes al
cromosoma y MAUVE version 20150226 (Darling et al., 2004) para saber si estos

nodos se empalmaban.

Se buscaron genes de resistencia utilizando la herramienta online Resfinder 4.0 del
“Center for Genomic Epidemiology” (http://www.genomicepidemiology.org/)
(Bortolaia et al., 2020), utilizando la opcién “Other” en la casilla “Select species”. Las
variantes de los genes de resistencia fueron corroboradas en la base de datos
“Beta-Lactamase DataBase” (BLDB, por sus siglas en inglés) (http://bldb.eu/) (Naas
et al., 2017) y con la herramienta “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST, por
sus siglas en inglés). MOBscan (https://castillo.dicom.unican.es/mobscan/)
(Garcillan-Barcia et al., 2020) se utilizé para buscar las familias relaxasas MOB.
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Para la busqueda de islas genomicas, secuencias de insercion e integrones se
utilizé IslandViewer 4 (https://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer) (Bertelli et
al., 2017), I1Sfinder (https://isfinder.biotoul.fr/) (Siguier et al., 2006) e IntegronFinder
1.0 (Nerdn et al., 2022), respectivamente.

Analisis de fagos

PHASTER (https://phaster.ca/) (Arndt et al., 2016) fue utilizado para la busqueda de
fagos. Posteriormente las secuencias de fagos fueron anotadas con PHAROKKA
en la pagina web Galaxy
(https://lusegalaxy.eu/?tool_id=toolshed.g2.bx.psu.edu%2Frepos%2Fiuc%2Fpharo
kka%?2Fpharokka%?2F1.3.2%2BgalaxyO&version=latest) (Bouras et al., 2023). El
archivo gbk de la anotacion fue usado para la deteccién de fagos similares con
DBSCAN-SWA (Gan et al., 2022) (http://www.microbiome-
bigdata.com/PHISDetector/index/toolssDBSCAN-SWA) y el archivo fasta para la

deteccidén con NCBI virus (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/virus/vssi/#/).

Analisis comparativo de pPE52IMP y de los plasmidos obtenidos del GenBank
Se realiz6 una busqueda de plasmidos similares a pPE52IMP en el GenBank
utilizando como secuencia query el gen repA de este pladsmido. Posteriormente, se
seleccionaron las secuencias completas de los plasmidos que compartian el 100%
de identidad con la repA de pPE52IMP. MAUVE version 20150226 (Darling et al.,
2004) y CLC Sequence Viewer version 8.0 se usaron para alinear y comparar las
secuencias y se representaron graficamente con ayuda de Easyfig 2.2.5 (Sullivan
et al., 2011).

Andlisis filogenético de la replicasa RepA del plasmido pPE52IMP

Se realizo el analisis de RepA de plasmidos portadores de genes de resistencia y
se construy6 un arbol filogenético para conocer la relacion filogenética de la proteina
RepA del plasmido pPE52IMP y otros pladsmidos de P. aeruginosa reportados en el
GenBank.
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Se obtuvieron un total de 164 secuencias de nucledétidos de plasmidos completos y
parciales de la base de datos del GenBank y se descartaron los plasmidos que no
portaban genes de resistencia. Posteriormente, utilizamos las palabras clave
"replicase”, "RepA", "helix-turn-helix domain-containing protein" para buscar en las
anotaciones de los plasmidos, la secuencia de RepA. Los dominios de la replicasa
A se corroboraron con el programa online Pfam 33.1 (Mistry et al., 2021) y las RepA
con codones de paro prematuros o cambios en el ORF se descartaron. Al final se
incluyeron un total de 33 secuencias de RepA de pladsmidos portadores de genes
de resistencia (incluido pPES52IMP) para construir el arbol filogenético. La
herramienta “Molecular Evolutionary Genetics Analysis” (MEGA) version 11.0.10
(Tamura et al., 2021) fue utilizada para inferir la filogenia de las proteinas RepA
utilizando el método UPGMA (los parametros utilizados fueron: tipo de sustituciones
de aminoacidos, método del n° de diferencias y 100 réplicas Bootstrap).

Gendmica comparativa

Para este analisis se incluyeron los genomas de cuatro cepas de P. aeruginosa
recuperadas del Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla: las cepas PE52, PE63 y
PE83 que se aislaron de la orina, y la cepa PE21 aislada de esputo. También, se
descargaron por orden de aparicion 59 genomas completos de la base de datos del
GenBank disponibles hasta junio de 2021, de los cuales 19 fueron de cepas aisladas
de muestras urinarias, 20 de muestras de esputo (pacientes sin fibrosis quistica) y
20 aisladas del medio ambiente. Ademas, se incluyeron los genomas de las cepas
de referencia P. aeruginosa PAO1 (NC_002516.2) y PA14 (CP000438.1).

Roary version 3.12.0 (Andrew et al., 2015) se us0 para el andlisis del pangenoma,
el cual utiliza los archivos GFF3 generados por Prokka para identificar el core
genome, soft core, shell genes, and cloud genes. Posteriormente, para generar los
arboles filogenéticos del genoma core y accesorio se utilizaron los archivos “.aln”
gue generd Roary y se uso la indicacion FastTree -gtr -nt “.aln”. Se utilizo el script
Roary_plots.py para visualizar el pangenoma y el arbol filogenético basado en
Single Nucleotide Polymorphism (SNPs) se construyé utilizando Parsnp v1.2 con la

flag "-c" activada. iTOL v6.5 (https://itol.embl.de/) se usé para visualizar los archivos
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'newick’ del genoma core y accesorio, generados con Roary y los archivos ‘newick’

de los SNPs generado con Parsnp.

Identificacién del Multilocus Sequence Typing (MLST)

La secuencia tipo (ST) se identifico utilizando la herramienta MLST del Center for
Genomic Epidemiology (https://cge.food.dtu.dk/services/MLST/), que utiliza la
secuencia de alelos MLST vy los datos de perfil de PubMLST.org. EI complejo clonal
del ST se determindé con PHYLOViZ (https://online.phyloviz.net/index) que utiliza
goeBURST (un refinamiento del algoritmo eBURST) para generar un arbol completo
de extension minima (MST).

Andlisis del resistoma

Se utilizé ResFinder versiéon 4.1 del “Center for Genomic Epidemiology”
(http://www.genomicepidemiology.org/), para detectar genes de resistencia a
antibiéticos utilizando la opcién “Other” en la casilla “Select species”. Las
mutaciones asociadas con la resistencia a antibiéticos que conducen a cambios en
los aminoacidos se identificaron manualmente utilizando clustal OMEGA
(https://lwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) en comparacion con los genes de PAO1

como referencia.

Analisis del viruloma
Los genes de virulencia se identificaron con VFDB 2019 (Virulence Factors
DataBase) (Liu B, et al., 2019). La cepa PA14 de P. aeruginosa fue la cepa de

referencia debido a que es exoU positiva y se considera altamente virulenta.

Identificacién de elementos genéticos méviles/movilizables

Los elementos conjugativos integrativos (ICE) y los elementos integrativos y
movilizables (IME) se identificaron con la herramienta web ICEfinder 2.0
(https://bioinfo-mml.sjtu.edu.cn/ICEfinder/ICEfinder.html) (Liu M, et al., 2019).
Ademas, se analizaron elementos genéticos moéviles como transposones simples
(Tn), transposones compuestos (CTn) y secuencias de insercion (IS) con
MobileElementFinder version 1.0.3

(https://cge.cbs.dtu.dk/services/MobileElementFinder/). CrisprCasFinder se utilizé
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(https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/CrisprCasFinder/Index) (Couvin et al., 2018)
para identificar "repeticiones palindrdmicas cortas agrupadas regularmente
interespaciadas” (CRISPR) y proteinas asociadas a CRISPR (CRISPR-cas, por sus
siglas en inglés) tanto en cromosomas como en plasmidos. AcrFinder
(https://bcb.unl.edu/AcrFinder/) (Yiet al., 2020) fue usada para buscar sistemas anti-
CRISPR.

Generacion de graficos, heatmaps y representaciones

Las gréficas y heatmaps se construyeron utilizando los paquetes ggplot2 y
Bioconductor (Gentleman et al., 2004; Wickham, 2016) de RStudio version 1.4.1106
(https://posit.co/download/rstudio-desktop/), utilizando archivos cvs o txt con los
datos de interés. La comparacion de los plasmidos se realizd con Easyfig 2.2.5
(Sullivan et al., 2011), usando los archivos gbk de las secuencias y la base de datos
del GenBank. La herramienta online Proksee se usé para dibujar los plasmidos

circulares (https://proksee.ca/projects/new).
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7. RESULTADOS

Aislados de Pseudomonas aeruginosa

Se incluyeron un total de 64 cepas de P. aeruginosa mutidrogorresistentes-
resistentes a carbapenémicos, de las cuales 21 cepas provinieron de pacientes del
hospital para el nifio poblano y no fueron portadoras de los genes de resistencia que

se buscaron mediante PCR en este trabajo (blave, blaviv, blanowm, blaces).

Las 43 cepas de P. aeruginosa mutidrogorresistentes- resistentes a
carbapenémicos restantes provinieron de 36 pacientes con infecciones asociadas a
la atencion de la salud del Hospital Regional del 1.S.S.S.T.E de Puebla, de las cuales
4 fueron parcialmente estudiadas por Lopez-Garcia et al., 2018 y sus caracteristicas
se muestran en la tabla 2. Las 39 cepas restantes se recolectaron desde el afo
2015 al 2017 de 32 pacientes y su perfil fenotipico de resistencia se determiné
previamente por Sanchez-Renteria et al., 2021. Estas ultimas provenian de los
servicios de Medicina interna (41.0%), Unidad de cuidados intensivos (28.2%),
Urologia (18.0%), Cirugia H (7.7%) y otros como Pediatria, Ginecologia y
Cardiologia (5.1%) (Figura 4). Las 39 cepas se recolectaron de Urocultivo (53.8%),
Expectoracién (7.7%), Lavado bronquial (10.3%), Secrecion de herida (7.7%), otras

muestras como Hemocultivo, Secrecion de herida, entre otros (20.5%) (Figura 4).
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Figura 4. (A) Servicios de origen de 39 cepas de Pseudomonas aeruginosa del Hospital Regional ISSTE de Puebla. (B) sitios anatémicos de donde
fueron recuperados los 39 aislados. UCI: Unidad de Cuidados Intensivos.
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Deteccidn de genes de resistencia a antibidticos

A las 39 cepas de P. aeruginosa multidrogorresistente- resistente a carbapenémicos
(MDR-RC), se les encontrd al menos un gen de resistencia, de las cuales 5 portaron
tanto blammp como blaces, 12 portaron solamente blae, 18 portaron solamente
blaces, 1 portd blaviv, todas portaron blaoxa-s0 y 36 portaron aac(6’)-Ib (Figura 5).
Por otro lado, en ninguna de las cepas se detectaron los genes blaspm, blanpbwm,

blaves, blarse, blarer, blaver, blakpc, blaoxa-40, gnrS, gnrA 'y gnrB.

HIx)
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bizlMP  BivIM

Figura 5. Perfil genotipico de resistencia de las 39 cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas del
Hospital Regional 1.S.S.S.T.E de Puebla.

Caracterizacion parcial de plasmidos de cepas portadoras de
carbapenemasas

A 39 cepas portadoras de blavim, blaive y/0 blaces se les determind la presencia de
plasmidos mediante lisis alcalina (Método de Kieser modificado), usando como cepa
control la E. coli NCTC 50192 con plasmidos de peso molecular conocido. Con esta
técnica observamos unicamente 8 cepas (PE112, PE115, PE118, PE151, PE152,
PE224, PE197, PE175) portadoras de 1 a 3 bandas plasmidicas (Figura 6). Cabe
destacar que algunas cepas se aislaron del mismo paciente, pero presentaron
diferente patron de bandeo como es el caso de PE112, PE115 y PE118. Por otro
lado, la cepa PE224 present6 una banda plasmidica, pero en la cepa PE239 no se

observaron plasmidos con esta técnica de extraccion; y en el caso de las cepas
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PE151 y PE152 del mismo paciente presentaron una banda plasmidica

aparentemente del mismo tamafo (Figura 6).

| 2 3 4 S 6 7 & 9 101N 12 13 14 1S 16 17 18 19 20 21 22 23

Figura 6. Electroforesis de los plasmidos obtenidos por el método de Kieser de las cepas de
P. aeruginosa portadoras de carbapenemasas provenientes del Hospital Regional I.S.S.S.T.E
de Puebla. 1, PE112; 2, PE118; 3, PE119; 4, PE139; 5, PE151,; 6, PE152; 7, PE177; 8, PE137; 9,
PE184; 10, PE197; 11, PE231; 12, cepa control E. Coli NCTC 50192; 13, PE115; 14, PE201; 15,
PE105; 16, PE107; 17, PE109; 18, PE125; 19, PE128, 20, PE193; 21, PE224; 22, PE228; 23, PE238.

Caracterizaciéon parcial de plasmidos mediante MOB

Para la determinacion de MOB se incluyeron 8 cepas que presentaron plasmidos y
de las 27 cepas que no portaron plasmidos, sélo se eligieron 11 cepas que portaban
ambos genes blave y blaces 6 aquellas que portaban solo blaime 6 blavim (debido a
gue algunos plasmidos pueden estar integrados y no se observan mediante lisis

alcalina), teniendo un total de 19 cepas.

Observamos que de las 11 cepas (PE119, PE137, PE139, PE177, PE184, PE228,
PE231, PE238 PE239, PE201 y PE193) que no portaron plasmidos: una cepa no
tuvo MOB (PE119), 6 cepas portaron solamente MOBu2 (PE137, PE139, PE177,
PE184, PE228, PE231), 2 cepas portaron MOBp11 y MOBH2 (PE238 y PE239) y 2
cepas portaron MOBp14 y MOBH2 (PE193 y PE201) (Tabla 10). En las 8 cepas
restantes portadoras de plasmidos (PE112, PE115, PE118, PE151, PE152, PE224,
PE197 y PE175) se detectaron las relaxasas MOBp11 y MOBH2 (Tabla 10).
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Tabla 10. Tipo de relaxasas MOB encontradas en las cepas portadoras y no
portadoras de pladsmidos del Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla.

Cepa Servicio Origen de aislamiento MOB
PE119 UCl Urocultivo -
PE137 Cirugia H Expectoracion H2
PE139 Urologia Urocultivo H2
PE177 Mi Hemocultivo H2
PE184 MI CLB H2
PE193 Urologia (CE) Urocultivo P14, H2
PE201 Cardiologia H Urocultivo P14, H2
PE228 MI Urocultivo H2
PE231 M Exudado faringeo H2
PE238 Ml Urocultivo P11, H2
PE239 MI Urocultivo P11, H2
PE112 MI Urocultivo P11, H2
PE115 MI Urocultivo P11, H2
PE118 Ml Urocultivo P11, H2
PE151 Ml Urocultivo P11, H2
PE152 M ccvc P11, H2
PE224 Ml Urocultivo P11, H2
PE197 Urologia Urocultivo P11, H2
PE175 Ginecologia Urocultivo P11, H2

UCI: Unidad de cuidados intensivos, MI: Medicina interna, CLB: Cultivo de lavado bronquial, CCVC:
Cultivo de catéter venoso central

Determinacion del nUmero de pldsmidos y su peso molecular por PFGE-S1

Utilizamos PFGE-S1 para conocer la cantidad y el peso molecular de los plasmidos,
ya que la técnica de Kieser favorece la formacién de isoformas de plasmidos y no
es ideal para la visualizacion de plasmidos de bajo nimero de copias. Incluimos a
las 8 cepas que presentaron bandas plasmidicas por el método de Kieser (PE112,
PE115, PE118, PE151, PE152, PE224, PE197, PE175) y también se incluyeron las
cepas PE193, PE201, PE238 y PE239 portadoras de relaxasas de plasmidos
(MOBp11 Yy MOBP14). Un total de 10 cepas portadoras de blamvep y/o0 blaces
presentaron de 1 a 2 plasmidos con tamafios que van desde 27 hasta 126 kb
aproximadamente (Figura 7 y Tabla 11). Asimismo, esta técnica nos permitid
visualizar plasmidos en las cepas PE201 y PE239, que no pudimos visualizar con

la técnica de Kieser.
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Figura 7. PFGE-S1 de las cepas provenientes del Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla. 1,
Cepa control E. coli NCTC 50192; 2, PE112; 3, PE115; 4, PE118; 5, PE146; 6, PE151; 7, PE152; 8,
PE175; 9, PE197; 10, PE224; 11, PE193; 12, PE201; 13, PE238; 14, PE239.

Tabla 11. Caracteristicas de cepas de P. aeruginosa portadoras de plasmidos del
Hospital Regional 1.S.S.S.T.E de Puebla.

Origen de Genotipo de No. Tamafo

Cepa Servicio ) . . . L MOB
b aislamiento resistencia  plasmidos (kb)
blawp-g3, blawp-s, MOB
PE112 MI Urocultivo blaoxa.s0, aac-(6")- 2 34, 29 MOBF’“
b He
: blame, blaoxa-so, MOBp11
PE115 Mi Urocultivo aac-(6')-1b 2 34, 29 MOB,s,
; blame, blaoxa-so, MOBp11
PE118 Ml Urocultivo aac-(6)-Ib 2 34, 29 MOByp,
blajvp-oe, blaces, MOB
PE151 MI Urocultivo blaoxaso, aac-(6')- 1 126 28
b MOB,
blame, blaoxa-so, MOBp1;
PE152 Ml ccve a00-(6).1b 1 126 MOB..
blamp-gs, blages.s, MOB
PE224 Ml Urocultivo blaoxa.so, aac-(6')- 1 126 2
b MOB,
. : blawp-1s, blaoxa-so, MOBp1;
PE197 Urologia Urocultivo aac-(6)-Ib 2 37,27 MOBsy
PE175  Ginecologia Urocultivo blaces, blaokaso 2 37,27 MOBey;
MOBu,
. . blawe», blaces,
PE201 Cardiologia Urocultivo blaoxa-s0, aac-(6")- 1 35 MOBe:.
H b MOBu,
blawe, blaces, MOB
PE239 MI Urocultivo blaoxa.s0, aac-(6")- 1 126 20
b MOB,

MI: Medicina interna, CCVC: Cultivo de catéter venoso central. Las cepas marcadas con el mismo
color, ya sea verde, azul o amarillo, fueron aisladas del mismo paciente. Los alelos de blave de color
rojo fueron determinados mediante secuenciacion Sanger y los alelos de color azul se determinaron
con secuenciacion lllumina y minlON.
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Posteriormente, las cepas PE112, PE151 y PE201 se eligieron para determinar el
alelo de su blave por la tecnologia de secuenciacion de Sanger, ya que cuentan
con diferentes caracteristicas y fueron aisladas de diferentes pacientes (Tabla 11).
Como se puede observar en la Tabla 10, la cepa PE112 port6 la variante blamvp-s3
(Anexo figura I). Sin embargo, en la cepa PE201 no se pudo diferenciar si portaba
la variante blaip-1s8 0 blampe-ss, debido a que el cambio aminoacidico que las
diferencia esta posicionado 24 aminoacidos rio abajo de la secuencia obtenida por
Sanger (Anexo figura Il). Por ultimo, en la cepa PE151 identificamos la nueva
variante blavp-99, que difiere de blamp-s3 por una sustitucion del aminoacido Valina
por Serina en la posicion 69 (V69S) (Anexo figura Ill). La secuencia de nucleétidos

de blamp-99 fue depositada en la base de datos del GenBank bajo el nimero de
acceso 00533023.

Relacion clonal de las cepas de P. aeruginosa

La relacion clonal por PFGE se estudié en las 13 cepas portadoras de plasmidos
y/o MOBp (PE238, PE197, PE112, PE115, PE118, PE176, PE146, PE151, PE224,
PE239, PE152, PE193, PE201), y se incluy6 la cepa de referencia PAOl. Se
consideraron genéticamente relacionados los aislamientos que mostraron un
coeficiente de Dice 280%. Detectamos un total de 12 patrones diferentes, siendo
las cepas PE112 y PE115 provenientes del mismo paciente, las Unicas que tuvieron
relacion clonal (Figura 8). Ademas, observamos que las 13 cepas se agruparon en
4 principales clados (encerrados en color azul, verde, naranja y turquesa en la figura
8), lo cual nos sirvié para seleccionar 4 cepas representativas (PE112, PE151,
PE197 y PE224) con la finalidad de secuenciar su genoma completo. Cabe destacar
gue no se seleccionaron cepas del clado 4 (marcado en color azul) porque la cepa
PE193 no portaba plasmidos y el alelo de blawe de la cepa PE201 podria ser blaive-

18 0 blaive-s6 y ya habiamos seleccionado cepas portadoras de dichos alelos.
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Figura 8. Determinacién de larelacion clonal de las cepas portadoras de plasmidos y/o MOBp del Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla.
Los aislados que mostraron un coeficiente de Dice 280% fueron considerados como clonalmente relacionados. Las cepas aisladas del mismo
paciente se encuentran encerradas en rectangulos del mismo color (rojo, azul y rosa). Las cepas PE112, PE115, PE118 son del mismo paciente y
estan en el clado 2 (verde); las cepas PE151 y PE152 del mismo paciente y las cepas PE224, PE239 del mismo paciente se encuentran en el clado
3 (naranja).
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Gendmica comparativa de P. aeruginosa aisladas de diferentes nichos

Para realizar el estudio de gendmica comparativa se incluyeron genomas de
solamente cuatro cepas (PE21, PE52, PE63 y PE83) parcialmente estudiadas por
Lépez-Garcia et al.,, 2019, ya que teniamos mas informacién de estas cuando
iniciamos el estudio. Las cepas PE52, PE63 y PE83 fueron aisladas de muestras de
orina, y la cepa PE21 se aisl6 a partr de esputo. Todas fueron
multidrogorresistentes y resistentes a carbapenémicos y provenian del Hospital
Regional ISSSTE de Puebla. Se compararon con genomas de aislados en otros
paises y provenientes de tres fuentes de aislamiento (orina, esputo y ambiental). La
finalidad de este analisis fue conocer si hay variaciones en los genes de resistencia,

elementos genéticos moviles y genes de virulencia segun el nicho ecolégico.

La calidad de las lecturas se analiz6 con FastQC y se realizaron multiples
ensambles de novo con SPAdes, Velvet, platanus y Abbys. Todos los ensambles
de novo obtenidos con los programas antes mencionados, se evaluaron con QUAST
y elegimos los que tuvieron mejor calidad para posteriormente realizar un ensamble
final de mejor calidad con Metassembler. Las caracteristicas de los ensambles

finales se muestran en la tabla 12 y Anexo figura IV.

Las secuencias de los ensambles fueron depositadas en la base de datos del
GenBank bajo los numeros de acceso JARDUV000000000 (PE21),
JARDUU000000000 (PE52), JARDUWO000000000 (PE63) y JARDUX000000000
(PES83).

Tabla 12. Caracteristicas generales de los ensambles de novo de las cepas de P.
aeruginosa PE21, PE52, PE63 y PES83.

Caracteristicas de los genomas PE21 PE52 PEG3 PES3
Total de contigs 101 a7 26 103
N50 199,338 668,905 480,098 197,737
Contenido de G+C (pb) 65.47 66.14 66.57 65.51
Tamafio del genoma (pb) 7,388,095 6,786,596 6,235,658 7,342,540
Numero de genes 6,961 6,348 5,735 6,924
Numero de secuencias codificantes (CDS) 6,884 6,274 5,662 6,847

El nimero de genes y CDS se determiné a partir de los resultados de las anotaciones de Prokka
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Adicionalmente, se incluyeron 59 genomas completos de la base de datos del
GenBank que se descargaron en orden de aparicion y que estaban disponibles
hasta junio del 2021 (Tabla 13). Diecinueve genomas fueron de cepas aisladas de
muestras urinarias, 20 de muestras de esputo (pacientes sin fibrosis quistica) y 20
genomas de cepas aisladas del medio ambiente. Ademas, se incluyeron los

genomas de las cepas de referencia P. aeruginosa PAO1 y PA14 (Tabla 13).

Caracteristicas generales de los genomas de P. aeruginosa

Los genomas de las cepas del Hospital Regional 1.S.S.S.T.E de Puebla tuvieron un
promedio de contenido de G+C del 65.9% y los tamafios oscilaban entre 6,235,658
y 7,388,095 pb. En cambio, el promedio del tamafio de los genomas de las cepas
urinarias, de esputo y ambientales de la base de datos del GenBank fueron de
6,831,303 pb, 7,013,391 pb y 6,627,270 pb, respectivamente. Es importante
destacar que el tamafio de los genomas de las cepas PE21 y PE83 fueron mayor

que el de los genomas del GenBank.

Tabla 13. Caracteristicas generales de los genomas de P. aeruginosa incluidos en
este estudio.

Cepa

Origen de Pais de

No. acceso ST : . .
aislamiento origen

Tamaiio (pb) Genotipo de resistencia

UCBPP-PAL4 CP000438.1 253 - - 6,537,648 crpP, fosA, catB7, blaoxss, blapso,

aph(3)-llb

PAO1

NC_002516.2 549 Burn wound isolate - 6,264,404 aph(3)-lib, catB7, blaoxaso, blapao, fosA

PE21

aph(3")-1b, aac(6')-1l, aadAlb, aph(3')-Via,
aph(3')-lib, aadA6, aac(6')-33, sull, catB7,
catAl, blaces.32, blaoxa-2, blave-s2, blaoxa-ass,
blapao, fosA

JARDUV000000000 167 Sputum Mexico 7,388,095

PE52

aph(3')-lib, aadA1lb, fosA, sull, catB7,

JARDUU000000000 2731 Urine Mexico 6,786,596 blapao, blamp-ss, blaoxa-2, blaoxa-ass

PE63

JARDUWO000000000 549 Urine Mexico 6,235,658 aph(3")-lib, catB7, blaoxa-so, blarao, fosA

PE83

gnrVC1, aac(6')-l, aph(3')-Via, aadAlb,
JARDUX000000000 167 Urine Mexico 7,342,540 aadAs6, aph(3")-Ib, fosA, sull, dfrAl5, catB7,
catAl, blapao, blaoxa-2, blaoxa-4sa, blamp-s2
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crpP, gnrVC1, aadAl, aac(6')-1b3, aac(6')-la,
aph(3')-11, aadA10, fosA, dfrB5, sull, catB7,
arr-2, blamp-1, blaoxa-4ss, blapm-1, blaoxa-1o,
blapao, blaoxa-129

NZ_CP031449.2 234 Urine Ghana: Kumasi 6,925,889

crpP, aph(3')-lib, aac(6')-1b3, aadA2b, fosA,
NZ_CP060243.1 111 Urine Francia: Rouen 7,087,087 sull, catB7, blapao, cmIA2, blaoxa-, blaoxa-
3905, blacars-2, aacA(6)-Ib

B-I-1

aadA11, aph(3')-lib, aac(6')-1b3, ant(2")-1a,

NZ_CP060242.1 235 Urine France: Rouen 6,935,851 fosA, sull, dfrB1, blaoxass, blasao, blaoxass

CCUG 51971 NZ_CP043328.1 235 Urine Sweden: Solna 7,012,798 catB7, arr-7, blapao, blaoxa-3s, blavim-a,

crpP, fosA, aph(3')-lib, aac(6')-1b3, sull,

blaoxa-ass
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C-1-1 NZ_CP060241.1 3227 Urine France: Rouen 6,325,392 aph(3)-1l, catB7, blapao, blaoxa-so, fosA
F5677 NZ_CP026680.1 111 Urine USA: New York 6,645,227 CrpP, aph(3")-Ib, aph(3)-11, aph(6)-ld, catB7,
blaoxa-aes, blapao, fosA
G-l NZ_CP060240.1 232 Urine France: Rouen 6,480,192 crpP, aph(3)-lib, Cfa.f; blapso, blaoxasse,
C: NZ_CP034354.1 . . C: 7,047,704 crpP, fosA, aph(3')-lib, aac(6')-1b4, aph(3')-
IMP-13 P: NZ_CP034355.1 621 Urine Belgium P: 130,306 VI, sull, catB7, blaoxss, blanp.ss, blapao
crpP, aadA2, ant(2")-1a, aph(3')-llb, fosA,
NCGM257 NZ_AP014651.1 357 Urine Japan 7,090,694 sull, tet(G), catB7, blamp-1, blaoxa-4, blaoxa-
846, blapao, oR2
Brazil: Sao Paulo crpP, fosA, aadA7, aph(3')-lib, aac(6')-Ib,
PA1088 NZ_CP015001.1 277 Urine : sp ! 6,721,480 rmtD1, sull, cmx, catB7, blaoxass, blarao,
blaoxa-a0a, blaspm-1
. . aph(3)-lib, catB7, blapao, blaoxaso, fosA,
C: NZ_CP025051.1 . ) C: 6,437,515 3 "
PB353 P: NZ_CP025052.1 Unknown Urine USA: New York P: 59,923 aac(6')-1b, aac(6')-1b4, sull, blarem-1s, blaoxa-
101, blactx-m-30
qnrVC1, aac(6')-1b, fosA, tet(G), aadA, sull,
PSE6684 NZ_CP053917.1 773 Urine South Korea 6,924,367 aph(3')-lib, rmtB4, catB7, arr-2, blanom-1,
blapao, blaoxa-796, blaoxa-ass
ST773 NZ_CP041945.1 773 Urine USA: Houston 6,835,731 gnrVCL, rmtB4, aph(3’)-lib, aadA, fosA, sull,
tet(G), catB7, blanpm-1, blaoxa-ass, blapao
. . qnrVC1, rmtB, aph(3')-lib, fosA, sull, tet(G),
PA790 CP075176.1 773 Urine India: Lucknow 6,932,250 catB7, aadA, blaoxaass, blanoy-1, blarao
crpP, aac(6')-Ib, fosA, aac(6')-lic, aph(3')-lib,
ZBX-P12 CP061779.1 233 Urine Lebanon:Beirut 7,080,089 aadA2, sull, cmlAl, catB7, blaoxa-4, blame-
15, blaoxa-4ss, blarao
PAM68 CP065948.1 1639 Urine China: Shaanxi 6,560,248 PP aph(3)-1ib, catB, blacxass, biaso,
PAS6 CP065947.1 1639 Urine China: Shaanxi 6,742,928 crpP, aph(3)-lib, Cf‘:‘)tsB/Z’ blaoxaso, blaeso,
PAG7 CP065374.1 1639 Urine China: Shaanxi 6,715,242 crpP, fosA, catB?, b'ﬁgx’*s"' blapso, aph(3)-
crpP, fosA, aadAl, aac(3)-lid, aph(3')-VI,
SE5429 CP054845.1 235 Urine China: Jiangsu 7,103,853 aph(3')-lib, sull, cml, catB7, blapao, blaves-3,
blaoxa-ags, blaoxa-10
Sputum (lung ) crpP, aph(3’)-lib, catB7, blaoxa-sos, blarao,
1811-13R031 NZ_CP046061.1 395 infection) China 7,344,079 fosA
1811-18RO0L NZ_CP046060.1 305 Sp_utum_(lung China 7,343,000 crpP, fosA, catB7, bla_pAo, blaoxa-e0s, aph(3')-
infection) lib
crpP, aph(3')-lib, blaoxa-aes, blarao, fosA,
C: NZ_CP041774.1 . N C: 6,809,062 aph(6)-id, aadAl, gnrvCe, sull, dfrAl,
60503 P: NZ_MN208063.1 73 Sputum (pneumonia) | China: Beijing P: 407,628 dfrB2c, blaoxa, blapw, catB3, aph(3")-Ib,
aac(6')-1b
fosA, aph(3')-lib, aph(3')-XV, sull, aadA6,
1903031130 CP060392.1 235 Sputum (pneumonia) China: Henan 6,905,506 tet(G), catB7, blages-1s, blapao, blaoxa-ass,
aac(6')-1b4
Sputum-lungs crpP, fosA, aph(3')-lib, aac(6')-29a, aac(6')-
AG1 NZ_CP045739.1 111 P 9 Costa Rica 7,190,208 29b, sull, catB7, blaoxaz, blame.1s, blapso,
(Pneumonia)
blavim-2, blaoxa-3es
Lw NZ_CP022478.1 1182 Sputum (infection) China: Beijing 6,824,837 crpP, aph(3)-lib, C?LBS;’ blaoxass1, blapao,
crpP, ant(2")-la, aac(6')-1b, aadA6, aph(3')-
Sputum . lib, fosA, sull, dfrA5, cmx, catB3, catB7,
PA19-3047 CP068239.1 235 (bronchiectasis) China 6,857,397 blaper-s, blarao, blaoxa-ase, blaoxa-17, blaoxa-
120, @aac(6')-1b
aadA, aph(3")-1b, aph(3’)-lib, aac(6')-Il,
. aph(6)-1d, aac(3)-Id, fosA, msr(E), sul2,
PASGNDM345 NZ_CP020703.1 308 Sputum Singapore 6,893,164 dfrBS5, floR, CatB7, blaoxasss, blapso, blaow.
1, gnrVC1, crpP
gnrVC1, crpP, fosA, aadA, aac(3)-Id,
. aph(3)-lib, aph(3")-Ib, aph(6)-Id, aac(6')-Il,
PASGNDM699 NZ_CP020704.1 308 Sputum Singapore 6,985,102 msr(E), dfrB5, sul2, floR, catB7, blapao,
blanom-1, blaoxa-4ss
PB350 NZ_CP025055.2 235 Sputum USA: New York 6,752,906 Sull, dirA10, fosA, catB7, blapao, blaoxa-sss,

ant(2")-1a, aph(3)-lib
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C: NZ_CP061850.1; Lo . C: 6,893,878 crpP, aph(3')-lib, catB7, blapao, blaoxa-ass,
R31 P: NZ_CP061851.1 Unknown Sputum China: chongqging P: 29,402 foSA, blarpc.s
fosA, aadA6, sull, aac(6')-b4, aph(3')-XV,
SE5352 CP054843.1 235 Sputum China: Jiangsu 6,904,218 aph(3)-1lb, tet(G), catB7, blarao, blaces-1,
blaoxa-ass
crpP, aph(3")-Ib, aph(3')-llb, aac(6')-Ib,
SE5357 CP054844.1 244 Sputum China: Jiangsu 7,043,467 aadA5, fosA, sull, catB7, blaper-1, blaoxa-1o1,
blaoxa-g7, blapao, aph(6)-1d
crpP, aph(3')-1lb, aadA1, fosA, sull, tet(G),
C: NZ_CP046404.1 Sputum (Infection . C: 6,874,270 catB7, cmlA1, blaoxa-ass, blapao, mph(A),
SE5416 P: NZ_MN894887.1 697 caused by fracture) | China: Suzhou P: 510,711 qnrS2, tet(G), blarew, blakec.s, gacE,
aac(3)-llld
msr(E), aph(3')-VI , aadAl, ant(2")-la,
Sputum . aac(6')-il, aph(3')-lib, fosA, sull, dfrB2,
SP4371 NZ_CP034369.1 357 (Bacteraemia) India 6,937,609 tet(A), catB7, blaoxa-10, blanowm-1, blaves-1,
blapao, blapwve-1, blaoxa-sas, crpP
msr(E), fosA, aac(6')-1l, aadAl, aph(3')-VI,
Sputum ant(2")-la, aph(3')-lib, sull, dfrB2, tet(A),
SP4527 NZ_CP034409.1 357 (Bactperaemia) India 7,005,215 catB7, cmlAl, arr-3, blapao, blaoxa-sss,
blaoxa-10, blanom-1, blapme-1, blaves-1, msr(E),
crpP
crpP, fosA, sull, dfrB2, aac(6')-Il, ant(2")-la,
Sputum (Respiratory . aadAl, aph(3")-lib, msr(E), tet(A), catB7,
5P4528 NZ_CP033439.1 357 tract infection) India 6,877,287 blanow-1, blapao, blaoxa-ss, blaoxa-1o, blaves-
1, blapme-1
Sputum South Korea: crpP, fosA, catB7, blarao, blaoxa-ass, aph(6)-
Y31 NZz_CP030910.1 Unknown (Pneumonia) Seoul 6,831,076 Id, aph(3)-lib, aac(2))-lia, aph(3”)-Ib
. crpP, ant(2")-la, aph(3')-lib, aph(3')-VI,
Y71 NZ_CP030911.1 245 Sputum South Korea: 6,940,049 aac(6)-31, fosA, sull, catB7, cmx, blapao,
(Pneumonia) Seoul
blaoxa-a0a, blaoxa-1
Sputum South Korea: crpP, ant(2")-la, aph(3')-lib, aac(6')-31,
Y82 NZ_CP030912.1 m (Pneumonia) Seoul 7,106,857 fosA, sull, catB7, blapao, blaoxa-ses, blaoxa-1
ACR22 NZ_CP058331.1 Unknown Sugarcane China: Nanning 6,490,021 fosA, catB7, blapao, blaoxa-4ss, aph(3')-lib
AJD 2 NZ_CP038661.1 234 Rhizosphere India 6,281,520 fosA, catB7, blarao, blaoxa-ss, aph(3')-lib
BLOW NZ_CP017969.1 308 wastewater USA: Honolulu 6,723,378 rPP aph(3)-tib, catB, blaeo, blaoxssae
CFSAN084950 | NZ_CP045768.1 Unknown Arugula USA:GA 6,441,924 fosA, catB7, blapao, blaoxa-a4, aph(3’)-lib
C:NZ_CP017099.1; . ) C: 6,641,902 crpP, aph(3))-lib, catB7, blapao, blaoxa-aos,
DN P: NZ_CP018048.1 316 Soil China P: 317,349 fosA
FA-HZ1 NZ_CP017353.1 27 wastewater China 6,866,790 crpP, fosA, catB7, b'?i"b‘“" blaoxa-ss, aph(3)-
HS9 NZ_CP030861.1 27 Soil China: Shanghai 6,876,988 CrpP, fosA, catB?, b'ﬁ‘i‘t’;“"‘g“' blaeso, aph(3)-
B2 NZ_CP028917.1 296 Soil USA: Madison, Wi 6,867,314 crpP, fosA, catB7, b'?i%““’“' blapso, aph(3)-
. China: N1
JT86 NZ_CP062219.1 970 Soil Guangzhou 6,520,277 fosA, catB7, blaoxa-so, blarao, aph(3')-lib
Methanogenic P N
KRP1 NZ_CP046069.1 27 sludge from a potato Be'g\'l‘\;g‘répgnr:e““ 6,737,396 CrpP, fosA, catB?, b|e|1|%xA,494, blagso, aph(3)
processing plant 9
L10 NZ_CP019338.1 253 halobiotic reed China: Binzhou 6,661,962 fosA, catB7, blaoxa-ss, blarao, aph(3")-lib
M8A1 NZ_CP015647.1 1054 crude oil wastewater | Colombia: Arauca 6,368,297 fosA, catB7, blaoxa-ass, blarao, aph(3')-lib
N17-1 NZ_CP014948.1 2362 Soil Chi”g;;ﬁ;dia”’ 6,370,730 CrpP, fosA, catB?, b'ﬁ;’*"g"' blagso, aph(3)-
Ocean-1155 NZ_CP022526.1 316 Open sea Pacific Ocean 6,052,237 CrpP, fosA, catB?, b'?%“’”*"' blagso, aph(3)-
Ocean-1175 NZ_CP022525.1 316 Open sea Pacific Ocean 6,943,220 CrpP, fosA, catB?, b'?%“’”*"' blagso, aph(3)-
PPF-1 NZ_CP023316.1 Unknown Dental UnitWater | canada: Montreal 6,930,893 OrpP fosA, calBi7, blaca s, blaeso. aph(3)-
RD1-3 NZ_CP047697.1 257 landfill China: Yangling 6,397,159 fosA, catB7, blaoxa-1026, blarao, aph(3')-lib
SJTD-1 NZ_CP015877.1 2619 Soil China: Shanghai 6,243,825 fosA, catB7, blaoxa-ss, blarao, aph(3")-lib
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TJ2019-017 NZ_CP065866.1 241 Water China: Tianjin 6,478,778

crpP, fosA, catB7, blaoxa-1127, blapao,
aph(3')-lib

crpP, fosA, catB7, blaoxa-ass, blarao, aph(3')-

NZ_CP007147.1 169 compost Malaysia 6,433,441 lib

La letra "C" significa Cromosoma y la "P", Plasmido

Tipificacién de secuencias multilocus (MLST)

Posteriormente, se realizé la busqueda del ST y se encontro que las cepas aisladas
del Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla tuvieron los siguientes ST: PE21 y
PE83 pertenecian al ST167, mientras que PE52 y PE63 pertenecian al ST2731 y
ST549, respectivamente (Tabla 13). A continuacion, buscamos si estos ST estaban
relacionados con ST de clonas epidémicas de alto riesgo, encontrando que el ST167
estaba en el mismo grupo que el ST111, pero no pertenecian al mismo complejo
clonal. Mientras que el ST de las cepas PE52 y PE63 no estaban asociadas a

complejos clonales de ST de alto riesgo.

En el caso de los genomas descargados del GenBank, se observaron diferentes
distribuciones de ST entre los genomas clinicos (orina y esputo) y los genomas
ambientales. Los ST235y ST773 de clones de alto riesgo (3 genomas de cada uno)
fueron més prevalentes en los genomas de cepas de orina. Sin embargo, en los
genomas de esputo, fueron mayormente encontrados los ST235y ST357 (4y 3,
respectivamente) y el ST27 y ST316 (3 genomas cada uno) fueron mas prevalentes
en genomas de cepas ambientales. Es importante destacar que los ST235y ST773
se encontraron exclusivamente en genomas clinicos, mientras que el ST27 soélo se
encontré6 en genomas de cepas ambientales (Figura 9). Por ultimo, un genoma
ambiental (L10) pertenecia a ST253, que es el mismo ST que la cepa de referencia

y altamente virulenta PA14 (Figura 9).
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Figura 9. ST de los genomas de cepas de P. aeruginosa orina (A), de esputo (B) y ambientales (C). Se detectaron ST de clones de alto riesgo

en los tres grupos: siendo mas predominantes en las cepas de esputo (75%). Los ST235, ST111, ST773 y ST27 son de clonas de alto riesgo.
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Comparacion genomica de las cepas del Hospital Regional I.S.S.S.T.E de
Puebla

El analisis del pangenoma con Roary de las cepas PE21 aislada de esputo y PE52,
PE63 y PES83 aisladas de orina identifico un total de 7,793 genes, de los cuales
5,327 genes pertenecen al core, 0 al soft-core, 2,466 genes al shell y 0 genes cloud.
Por otro lado, también identificamos el nUmero de genes compartidos y Unicos entre
los genomas, utilizando un diagrama de Venn (Figura 10). Se observo que la cepa
PE83 compartia 1,068 genes con la cepa PE21, mientras que la cepa PE63
compartia 141 genes con la cepa de referencia PAO1. En cambio, PE21, PE52 y
PE83 compartian uno, cuatro y cero genes, respectivamente, con la cepa PAO1
(Figura 10).

pE?;

pES®

Figura 10. Comparacién genémicade cepas de P. aeruginosa del Hospital Regional .S.S.S.T.E
de Puebla. El andlisis pangenémico de Roary predijo el nimero de genes. La figura se cre6
utilizando Calculate and Draw Custom Venn Diagrams. El diagrama de Venn muestra el nimero de
genes unicos y compartidos entre los genomas de las cepas PAO1, PE21, PE52, PE52, PE63 y
PES83.
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La cepa PE52 fue la que portd el mayor nimero de genes unicos (609 genes),
seguida de las cepas PE21 (50 genes), PE83 (16 genes) y PE63 (14 genes). Entre
los genes unicos de la cepa PE52, se observaron algunos que conforman la
maquinaria de conjugacion (traG, viB11, virB4, virB10, mobA), genes de resistencia
a compuestos de amonio cuaternario (Sugk), genes de resistencia al niquel y al
cobalto (cnrA), genes de resistencia a la bleomicina (ble), genes de toxinas y
antitoxinas (colM, parD1, yhaV), genes necesarios para la utlizacion de la
vibriobactina (viuB), gen de la ADN helicasa dependiente de ATP (pcrA), y un gran
namero de proteinas hipotéticas (n= 491 (80.6%)).

Andlisis del pangenoma de las cepas del Hospital Regional 1.S.S.S.T.E de
Pueblay del GenBank

Igualmente realizamos el analisis del pangenoma de los 59 genomas de cepas de
P. aeruginosa descargados del GenBank (19 genomas de cepas urinarias, 20
genomas de cepas de esputo, 20 genomas de ambientales), los 4 genomas de las
cepas del Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Pueblay las 2 cepas de referencia PAO1
y PA14. El andlisis mostré un total de 20,911 pan-genes, de los cuales 4,246 eran
genes core (genes presentes en el 99-100% de los genomas), 898 eran genes del
soft-core (genes presentes en el 95-99% de los genomas), 1,709 eran genes shell
(genes presentes en el 15-95% de los genomas) y 14,058 eran genes cloud (genes
presentes en el 0-15% de los genomas) (Figura 11).
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Figura 11. Representacién grafica del andlisis del pangenoma de las 65 cepas de Pseudomonas aeruginosa. El arbol filogenético se
construy6 a partir del genoma accesorios de las 65 cepas. El analisis mostré un total de 20,911 pan-genes, de los cuales 4,246 eran genes core,
898 eran genes del soft-core, 1,709 eran genes shell y 14,058 eran genes cloud. Los nombres de las cepas se colorearon segun la fuente de
aislamiento. Amarillo: genomas urinarios; naranja: genomas de esputo; verde: genomas ambientales; rojo: genomas mexicanos; los genomas de
referencia estan subrayados en azul turquesa. El grafico se realiz6 con Rstudio.
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Es importante destacar que los genomas de las cepas ambientales (HS9, DN1, JB2,
JT86, N17-1 y SJTD-1) tenian genes en el soft-core que algunas cepas clinicas no
tenian. Estos genes podrian estar relacionados con la supervivencia de P.
aeruginosa en el medio ambiente, como los genes de la bomba de eflujo de acido
p-hidroxibenzoico, la proteina quimiotaxis aceptora de metilo (pctB), la proteina
cinasa serina/treonina (rdoA), la nitrito reductasa, la alcanosulfonato
monooxigenasa, la proteina de membrana externa de la bomba de eflujo
multidroga/disolvente (mepC), la proteina permeasa del sistema de transporte de

lactosa (lacF) y la glucégeno sintasa (Figura 11).

Posteriormente, construimos un dendrograma basado en el genoma accesorio, en
el cual observamos que los genomas se agrupaban con respecto al ST pero no con
respecto a sus nichos (Figura 12). Con excepcién de dos genomas: un genoma
perteneciente a ST111 (F5677) que se agrupé en un clado con cepas de diferentes
ST, y los genomas con ST234 (97 y AJD2) que no se agruparon en el mismo clado
(Figura 12). La agrupacion de los genomas con respecto al ST también fue
observado en los arboles filogenéticos basados en el core, SNPs y MLST (Figura
13; Anexo figura V y VI).

En el caso del genoma PPF-1, el cual tiene ST desconocido, se agrupé con los
genomas pertenecientes al ST316 (Figura 12), y analizando los alelos encontramos
gue el ST de PPF-1 sélo variaba en un alelo en comparacién con el ST316 (aroE_13

y aroE_8, respectivamente).
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Figura 12. Dendrograma basado en la presencia y ausencia del genoma accesorio de las 65
cepas de Pseudomonas aeruginosa. Los nombres de las cepas se colorearon segin la fuente de
aislamiento. Amarillo: cepas urinarias; Naranja: cepas de esputo; Verde: cepas ambientales; Rosa:
Cepas mexicanas; Gris: Cepas de referencia. Los ST en color rojo indica las cepas con el mismo ST
y en azul son los restantes. El archivo newick de Roary fue visualizado con iTOL.
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Figura 13. Arbol filogenético generado a partir de SNPs de genomas de Pseudomonas
aeruginosa. Los nhombres de las cepas se colorearon segun la fuente de aislamiento. Amarillo: cepas
urinarias; Naranja: cepas de esputo; Verde: cepas ambientales; Rosa: Cepas mexicanas; Gris:
Cepas de referencia. Los numeros en color rojo indica las cepas con el mismo ST y en azul son los
restantes. El archivo newick de Roary fue visualizado con iTOL.
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Genes de resistencia a antibioticos

Se examinaron todos los genomas de las cepas para buscar genes de resistencia
a los antibiéticos usando ResFinder (Tabla 13). Los genes blaoxa-so-like y blaprao,
que confieren resistencia a beta-lactamicos, fosA a fosfomicina, y aph(3’)-lib a
aminoglucosidos, se identificaron en todos los genomas estudiados, incluidas las
cepas de referencia PAO1, PA14 (Figura 14). Sin embargo, el gen catB7 que
confiere resistencia al cloranfenicol se encontr6 en todos los genomas, con
excepcion de B-I-1 y 60503 (Figura 14).

Dado que blaoxa-so-like estaba presente en todos los genomas, se analizaron las
variantes de esta familia para conocer si habia diferente distribucidn entre los nichos
estudiados. Se encontré que las variantes mas comunes en las cepas urinarias y
ambientales eran blaoxaso y blaoxa-494, respectivamente, y blaoxa-ss era la mas

comun en los genomas de cepas de esputo (Figura 15).

Los genomas urinarios presentaron genes de resistencia que no se encontraron en
los otros nichos, como blaspwm-1, blacars-2 y blactx-m-30, que confieren resistencia a
beta-lactdmicos, y arr2 y arr7, que confieren resistencia a rifampicina y variantes de
aadA2 y rmt (rmtB4, rmtB4, rmtB4, rmtD1) que confieren resistencia a los
aminoglucésidos (Figura 14). Igualmente, se encontraron genes unicos en los
genomas de esputo, como blakrc-2, variantes de blaces, blapme y blarer, que
confieren resistencia a beta-lactamicos, catB3, que confiere resistencia al
cloranfenicol; arr3 (resistencia a la rifampicina), msrE (resistencia a la eritromicina),
gnrVC6, gnrS2 (resistencia a las quinolonas), aac(2)-lia (resistencia a los
aminoglucésidos); y tet(A) (bomba de eflujo que confiere resistencia a las
tetraciclinas) (Figura 14).

Algunos de los genes de resistencia se encontraron en diferente proporcién en
genomas de cepas aisladas de orina y esputo, tales como gnrVC1, tet(G), cmlA y
las variantes de los genes blaime y blaoxa que fueron mas prevalentes en los
genomas urinarios en comparacion con los genomas de esputo, destacando las
cepas del Hospital de Puebla que portaron blaive. En cambio, ant2, aadAl, crpP,

dfrB, dfrA, floR, cmx y las variantes de los genes blanom y blaves predominaron en
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los genomas de esputo. crpP fue el Unico gen de resistencia adquirida presente en

algunos genomas ambientales (Figura 14).

Por ultimo, todos los genes de resistencia encontrados en los genomas de las cepas
aisladas del hospital de Puebla se muestran en la tabla 13. Sin embargo, es
importante sefialar que PE21 y PE83 fueron los Unicos genomas portadores de

catAl que confiere resistencia al cloranfenicol (Figura 14).
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Figura 14. Presencia y ausencia de genes de resistencia en genomas de Pseudomonas aeruginosa urinarios, de esputo y ambientales.
Representacion de los genes de resistencia presentes y ausentes en los 65 genomas de orina, esputo y medio ambiente. Se utilizaron P. aeruginosa
PAO1y PA14 para la comparacion. Los genes se detectaron mediante ResFinder. El heatmap se construy6 con el paquete Bioconductor en Rstudio.
HM son las cepas del Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla.

73



VARIANTE VARIANTE
OTROS OTROS
OXA-395
OXA-385
DXA-480
oxA-4%0 OxA-404
OXA-488 OXA-848
OXA-50
ORINA ESPUTO AMBIENTAL

Figura 15. Variantes de la familia blaoxa-so de genomas de cepas de P. aeruginosa aisladas de A) Orina, B) Esputo y C) Ambientales. Se
utilizé la base de datos de beta-lactamasas para determinar todas las variantes de blaoxa-so. Las graficas se construyeron en Rstudio.
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Mutaciones en genes asociados con laresistencia a antibiéticos

Se buscaron mutaciones cromosomicas asociadas a la resistencia a los antibioticos
en 81 genes. El analisis mostro que, de los 81 genes analizados, solamente nueve
mostraron mutaciones relacionadas con la resistencia a los antibioticos. Todos los
genomas mostraron polimorfismos en el gen ampC. Por otro lado, 7 genomas
urinarios, 3 de esputo y 5 ambientales mostraron mutaciones en el gen ampD y un
genoma urinario presenté una mutacion en el gen regulador ampR relacionadas con
la sobreproduccion de la beta-lactamasa AmpC cromosémica (Derrepresion de
Ampc) (Figura 16). El gen oprD presentdé mutaciones relacionadas al cambio de
marco de lectura o la generaciéon de codones de paro prematuros en 11 genomas
urinarios, 15 de esputo y 2 genomas ambientales. Por otro lado, 6 genomas de
esputo, 7 de orina y 12 de cepas ambientales tenian un loop L7-corto que causa

una mayor susceptibilidad al meropenem (Figura 16).

Los resultados también mostraron que los genomas urinarios y de esputo tuvieron
mutaciones en los genes de la ADN girasa y la topoisomerasa IV (gyrA, gyrB, parC
y parE), las cuales estan asociadas a una menor susceptibilidad a las quinolonas
(Figura 15). Igualmente, se analizaron los reguladores de las bombas de eflujo
(MexR, MexT, MexZ, NalC, NfxB), y s6lo se encontraron mutaciones con efectos
desconocidos sobre la resistencia a los antibiéticos. Por dltimo, mutaciones en el
gen parS fueron observadas solamente en un genoma urinario y tres genomas de

esputo (Figura 16).

Por ultimo, en el caso de las cepas aisladas del Hospital Regional 1.S.S.S.T.E de
Puebla se encontraron mutaciones relacionadas con la resistencia solamente en 3
de las cepas. PE21, PE52 y PE83 presentaron mutaciones en los genes oprD y
gyrA. Ademas, PE52 mostré mutaciones en el gen gyrB y los genomas de PE21 y
PES83 en el gen parC (Figura 16).
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Figura 16. Resistencia mutacional de los 65 genomas de P. aeruginosa urinarios, de esputo y ambientales. Representacion gréafica de las
mutaciones asociadas con la resistencia a los antibiéticos (color azul marino), mutaciones con un efecto desconocido sobre la resistencia a los
antibiéticos (luz azul) y mutaciones en oprD asociadas con la susceptibilidad a meropenem (verde) y genes de tipo silvestre (gris). Se utilizaron a
P. aeruginosa PAO1 y PA14 como genomas de referencia. El mapa heatmap se construyé con el paquete Bioconductor en Rstudio. HM son las

cepas del Hospital Regional 1.S.S.S.T.E de Puebla.
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Factores de virulencia

Se analizaron 116 genes de virulencia asociados a la biosintesis y regulacion del
alginato, la biosintesis de ramnolipidos, la captacién de hierro, la deteccién de
quorum, proteasas y toxinas mediante Virulence Factor Database (VFDB). Sin
embargo, en el heatmap solo se incluyeron 13 factores de virulencia asociados a
infecciones del tracto urinario y pulmones, segun la literatura consultada. Utilizamos

como referencia los genes de virulencia de las cepas PAOl y PA14.

Los genes de las proteinas efectoras del sistema de secrecion de tipo 3 que
analizamos fueron exoS, exoT, exoU y exoY. Los resultados mostraron que el gen
exoS era mas prevalente en los genomas urinarios, mientras que exoU se
encontraba principalmente en los genomas de esputo, y exoY predominaba tanto
en los genomas urinarios como en los ambientales. Por otro lado, el gen exoT
estaba presente en todos los genomas. Los genes exoS y exoU casi siempre se
excluyen mutuamente; sin embargo, en este estudio, ambos genes se encontraron
presentes en un genoma de esputo y un genoma ambiental (R31 y JT86). El gen
pvdE (implicado en la sintesis de la pioverdina), el gen de la exotoxina A (toxA), el
gen de la elastasa A (lasA) y el gen de la elastasa B (lasB) se encontraron en todos
los genomas. El gen aprA, que codifica una proteasa alcalina, estaba presente en
todos los genomas excepto en PE52 y JB2 (urinario y ambiental, respectivamente).
Los genes de las fosfolipasas plcB y plcH se encontraban en todos los genomas, y
el gen plcN soélo estaba ausente en una cepa urinaria. Por el contrario, el gen pldA
(fosfolipasa A) se observé con mayor frecuencia en genomas de cepas de esputo
(Figura 17).
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Figura 17. Presencia y ausencia de genes de virulencia en genomas de Pseudomonas aeruginosa. El heatmap representa los genes de
virulencia asociados a infecciones urinarias y pulmonares. El color morado representa la presencia y el gris la ausencia. Los genes se identificaron
con VFDB, y el heatmap se construyé con el paquete Bioconductor en Rstudio. HM son las cepas del Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla.

Exotoxinas (exoS, exoT, exoU y exoY), pioverdina (pvdE), exotoxina A (toxA), elastasas Ay B (lasA y lasB), fosfolipasas (plcB, plcH, plcN y pldA),
proteasa alcalina (aprA).
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Movilomay genes de resistencia asociados a elementos genéticos moviles

El genoma accesorio comprende elementos genéticos moviles asociados a la
adaptacion ambiental bacteriana. Se analizaron todos los genomas para detectar la
presencia de secuencias de insercion (Sl), transposones simples (Tn),
transposones compuestos (TnC), elementos conjugativos integrativos (ICE),
elementos integrativos movilizables (IME) y plasmidos. Se encontr6 que los
genomas urinarios tenian un mayor numero de Sl, IMEs y plasmidos (216, 11y 5),
mientras que los genomas de esputo tenian un mayor numero de Tn, CTn e ICEs
(13, 49 y 56, respectivamente). Los genomas ambientales por otro lado mostraron
menor cantidad de elementos genéticos moviles en comparacién a los genomas

urinarios y de esputo (Figura 18).
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Figura 18. Elementos genéticos moviles (EGM) que estan distribuidos en los 65 genomas de cepas de P. aeruginosa urinarias (A), de
esputo (B) y ambientales (C). Cada grafico circular representa la distribucién de elementos genéticos moviles en cada grupo de cepas, y los
ndameros dentro del grafico circular representan el nimero de EGMs encontrados. Tn (transposones), TnC (transposones compuestos), Sl
(secuencia de insercion), IME (elementos movilizables integrativos), ICE (elementos conjugativos integrativos) y plasmidos.
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Igualmente, buscamos si algunos genes de resistencia a antibiéticos betalactamicos
y carbapenémicos eran acarreados por elementos genéticos moviles. Se encontrd
que los genes blavp, blabiv, blaoxa, blaces y blavim se asociaron con integrones
clasicos y parciales de clase 1, mientras que los genes blakpc, blanom y blaspm se
asociaron con transposones. Ademas, se encontrd que los transposones portadores
de blakpc-2 estaban insertados en plasmidos de 2 genomas de esputo (R31 y
SE5416) (Figura 19). Los transposones e integrones portadores de blaoxa-1o1,
blactx-m-30 y blatem-1b S encontraron acarreados por un pldsmido de un genoma
urinario (PB353), y blaniv-1 y blaoxa-4 se encontraron en un plasmido de una cepa de
esputo (60503) (Figura 19).
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Figura 19. Elementos genéticos méviles portadores de genes de resistencia a beta-lactamicos
encontrados en plasmidos de los genomas de P. aeruginosa. Las flechas azules representan
genes de integrones y las verdes secuencias de insercion. Las flechas rosas son las beta-lactamasas
y los genes de las acetilasas estan representados con flechas naranjas. Otros genes estan en color
gris.
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Por el contrario, los transposones y/o integrones portadores de blaces-15, blaspw-1,
blaces-1, blapve-1, blaoxa-1, blaoxa-s0, blanom-1, blacars-2, blaoxa-ss, blamp-1, blaviv-4,
blaoxa-s6 y blamp-13 se encontraron en ICEs con sistema de secrecion de tipo 4
(T4SS) completo en genomas urinarios y de esputo (Figura 20). Por ultimo, el gen
catB7 se encontré en ICEs con T4SS de genomas urinarios y de esputo, mientras

que crpP fue acarreado por ICEs en todos los genomas.

En el caso de las cepas del Hospital de Puebla, los genes blave-ss (PE52), blaivp-62
(PE21 y PES83) y blaces-32 (PE21) se encontraron asociados a integrones clase 1,

acarreados por plasmidos.
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Figura 20. Elementos genéticos moviles portadores de genes de resistencia a beta-lactamicos
encontrados en elementos conjugativos integrativos con sistema de secrecion de tipo 4
completo en genomas de P. aeruginosa. Las flechas azules representan genes de integrones y
las verdes secuencias de insercion. Las flechas rosa, amarilla, naranja y rosa oscuro representan
los genes de beta-lactamasas, fosfotransferasas, acetilasas y adenilasas, respectivamente. Otros
genes estan en color gris. Esta es una figura representativa de algunos EGMs encontrados en los
genomas incluidos en este estudio.
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Presencia de plasmidos, relaxasas MOB, CRISPR-Cas y proteinas Anti-
CRISPR

Para determinar el tipo de relaxasa en los genomas de las cepas provenientes del
Hospital Regional 1.S.S.S.T.E de Puebla y los genomas del GenBank utilizamos
MOBScan observando que MOBp y MOBH se encontraron en genomas de cepas
clinicas (orina y esputo) y ambientales. Por otro lado, MOBq s6lo se encontré en los
genomas clinicos y MOBc en un genoma urinario (Figura 21). En los genomas del
Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla, encontramos MOBH2 en todos los
genomas, MOBp11 en los genomas de las cepas PE21, PE52 y PE83, y MOBp14 €n
PEG63 (Figura 21).

Adicionalmente, los sistemas CRISPR-Cas fueron encontrados en 18 genomas
urinarios, 9 de esputo y 8 ambientales, incluidos los genomas del Hospital Regional
I.S.S.S.T.E de Puebla. Sin embargo, también observamos que tanto sistemas
CRISPR-Cas como plasmidos estaban presentes en 7 genomas (PE21, PE52,
PEG63, PE83, IMP-13, 60503 y SE5416) (Figura 21). Por otro lado, se identificaron
tanto anti-CRISPR como sistemas CRISPR-Cas y plasmidos en tres genomas (uno

de orina y dos de esputo) (Figura 21).

La busqueda de sistemas CRISPR-Cas en plasmidos revel6 su presencia en el
plasmido pPYO_TB (del genoma urinario IMP-13) y en el plasmido unnamed1 (del
genoma ambiental DN1) (Figura 21). Sin embargo, no se encontraron tales sistemas
en los genomas de las cepas del Hospital Regional 1.S.S.S.T.E de Puebla (PE21,
PE52, PE63 y PES83).
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Figura 21. Presencia y ausencia de relaxasas MOB, sistemas CRISPR-Cas cromosOmicos, sistemas CRISPR-Cas plasmidicos y anti-
CRISPR en genomas de P. aeruginosa. El heatmap representa en amarillo la presencia de pldsmidos, en azul la presencia de relaxasas MOB y
en morado la presencia de los diferentes sistemas CRISPR-Cas y anti-CRISPR. MH son las cepas del Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla.
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Debido a que las cepas del Hospital Regional 1.S.S.S.T.E de Puebla en el estudio
del moviloma presentaron plasmidos acarreando blavp, llevamos a cabo un analisis
mas exhaustivo de los plasmidos y otros elementos genéticos maoviles/movilizables
de las cepas PE52, PE21 y PE83. Ademas, incluimos 4 cepas (PE112, PE151,
PE197 y PE224) aisladas del mismo hospital, las cuales portaban blave, pldsmidos,
relaxasa MOB y no presentaban relacion filogenética con las cepas anteriores. El
analisis de plasmidos en P. aeruginosa resulta de gran interés debido a la limitada

informacion que existe al respecto, en comparacion con otros géneros bacterianos.

Analisis del plasmido pPE5S2IMP de la cepa PE52

La cepa P. aeruginosa PE52 se aislo de urocultivo de un paciente internado en el
Hospital Regional I.S.S.S.T.E. de Puebla, México. Lopez-Garcia et al., 2018
describié los mecanismos de resistencia de esta cepa e identifico la presencia de
dos plasmidos; posteriormente mediante Southern blot detecté dos bandas de
hibridacién con la sonda blave. Lo anterior hizo suponer que los genes blamp-18 y

blaive-s6 S€ encontraban en plasmidos.

Posteriormente, esta cepa fue secuenciada con la tecnologia de llumina y se reviso
la calidad de las lecturas con FastQC. Se utiliz6 BLASTn, PLACNETw y la opcion -
-plasmid de SPAdes 3.9.0 para diferenciar los nodos de plasmidos. Con lo anterior,
pudimos detectar la presencia de un solo plasmido pPE52IMP portador de la
variante blave-ss, cuya secuencia fue depositada en el GenBank bajo el nimero de
acceso CP102481.1. El plasmido pPE52IMP tenia un tamafio de 27,635 pb, 39
marcos de lectura abiertos (ORF) y un contenido de guanina-citosina (G+C) del
62,2%. Ademas, 32 de los 39 ORFs tenian una funcion predicha: 1 de replicacion,
6 de estabilidad, 7 de transferencia, 13 de adaptacion y 5 genes relacionados con
transposones. Los 7 restantes fueron proteinas hipotéticas sin dominio funcional

conocido (Figura 22).

El médulo de transferencia estaba formado por los genes traJ, trak, trbL, trbK, trbJ,
virB4 y una relaxasa tral perteneciente a la subfamilia MOBpi11. El oriT se detecto

situado rio arriba de traK y su tamafio fue de 113 pb. Por otro lado, el médulo de
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estabilidad incluyo los genes de particion parA y parC, pero no se encontré el gen
parB. Ademas, se identificaron los genes de toxina-antitoxina phd/doc y el gen krfA.
El médulo de replicacion solo estaba conformado por repA pero no se encontraron
iterones ni origenes de replicacion proximos a este gen (Figura 22). Finalmente, el
moddulo de adaptacion estuvo conformado por un integrén de clase 1 portador de
los genes blavp-s6, aadAl y blaoxa-2. Ademas, se localiz6 el transposon de la familia
Tn3 portador de un operdn de resistencia a mercurio (merR, merT, merP, merA,

merD y merE) (Figura 22).

I Moduo de adaptacicn
Médulo de replicaccn
g —— Maduio de movilzaccn
» e W Méculo de sstabilidad
B Transposones
Proteines hipotétices
B Contenide de GC
W GC Skew+
B GC Skew-

pPES52IMP
27,635 bp

12 My

4 e
L. =
~— “v

e

Figura 22. Estructura del plasmido pPE52IMP de la cepa de P. aeruginosa PE52. Los mdédulos
del pldsmido estan representados con diferentes colores. Azul: adaptacion; amarillo: replicacion;
naranja: movilizacién; morado: estabilidad; verde: transposones; gris: proteinas hipotéticas. El
contenido de GC, GC skew+ y GC skew- estan representados en colores negro, morado y verde,
respectivamente, en el interior del mapa. La figura fue dibujada con Proksee.
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Analisis comparativo de pPE52IMP y plasmidos con estructura similares

Buscamos en el GenBank si el plasmido pPE52IMP presentaba similitudes a
plasmidos ya reportados. La busqueda nos arrojé que los plasmidos pMATVIM-7,
plasmido unnamed, pD5170990, pMRVIM0713 y p4130-KPC eran similares a
pPE5S2IMP. El tamafio de estos plasmidos oscilaba entre 24 kb y 58 kb
aproximadamente, y se aislaron en EE.UU., Brasil y Francia. Sus caracteristicas se

muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Caracteristicas de los plasmidos de P. aeruginosa del GenBank con
estructura similar a pPE52IMP.

Cepa Plasmido No. de Pais (_Jrlgep de Tamafio Gen_otlpo ple
acceso aislamiento (pb) resistencia
PE52 pPE52IMP ~ CP102481.1 México Orina 27,635 blajvp.ss, aadAl, blaoxa-2
aph(3")-1b, aph(6)-Id,
FDAARGOS 570  unnamed  CP033834.1  USA Coleccion 36,032  22C(6)-Ib3, sull, blavs,
blaoxa-10, blaoxa-1o,
gacEA1, cmx
cmx, gacEAL, sull, blakpc-
D5170990 pD5170990 KX169264.1  Brazil Sangre 32,424 ».aph(6)-1d, aac(6')-Il,

aph(3")-1b

aph(3")-lb, aac(6')-1b3,
aph(6)-1d, sull, blaym-s,
blaoxa-10, blaoxa-10,
gacEA1, cmx

MRSN17623 pPMRVIM0713 KP975076.1 USA Desconocido 36,032

USA: Aislamiento

Texas clinico 24,179 blavm7

P07-406 pPMATVIM-7  AM778842.1

aac(6')-1b4, sull, blakpc.2,
164130 p4130-KPC  MN336501.1 Francia Orina 58,104 blakpc.2, gacEA1, catB3,
blaoxa.732, blaoxa77e

Comparamos estos 5 plasmidos con pPE52IMP y el analisis mostré que comparten
un backbone similar, que incluyen los genes de replicacion (repA), particion (parA,
parC) y transferencia (tra y virB4); sin embargo, encontramos algunas diferencias.
Los genes traJ, traK y kfrA estaban ausentes de pD517099. El gen trbJ de p4130-
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KPC esta interrumpido por un transposon, el N-terminal de TraK en pMATVIM-7

esta ausente y el RepA de p4130-KPC carece del C-terminal (Figura 23).

Por otro lado, observamos que estos pladsmidos tienen una region variable rio abajo
del gen phd y rio arriba del gen resolvasa. Esta consiste en genes de adaptacion
como carbapenemasas tipo blampe-s6 (PPES52IMP) y blavim-s (plasmido unnamed vy
PMRVIMO0713) transportados por un integrén de clase 1, blavim-z (PMATVIM-7)
portado por un integron parcial de clase 1, blakpec-2 (pD5170990) acarreado por un
transposon, y blaoxa-779, blaoxa-732 y blakec-2 acarreados por un integron de clase 1y

un transposon, respectivamente (p4130-KPC) (Figura 23).
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Figura 23. Comparacion de la estructura del pldsmido pPE52IMP y plasmidos del GenBank
con backbones similares. Los médulos del plasmido se representaron con diferentes colores.
Amarillo: replicacion; purpura: estabilidad; naranja: movilizaciéon; azul: adaptacién; verde:
transposones; gris: proteinas hipotéticas; negro: otros genes. El nivel de color gris indica el
porcentaje de identidad BLAST de los plasmidos. La figura se construyo con Easyfig.
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Finalmente, al igual que pPE52IMP, los plasmidos pMATVIM-7, unnamed
(FDAARGOS 570), pD5170990, pMRVIMO0713, y p4130-KPC se clasificaron en la
subfamilia MOBp11, pero no fueron clasificables segun el esquema de tipificacion

por replicon.

Por otra parte, también encontramos dos plasmidos con el mismo repA y backbone
similares a pPE52IMP en Achromobacter ruhlandii (plasmido p138R) y Serratia
marcescens (pldsmido pSMC1). Los tamafos de estos plasmidos fueron de 34 y
41.5 kb y se aislaron en Argentina y Japon, respectivamente (Tabla 15). El analisis
comparativo revel6 que comparten un backbone similar a pPE52IMP (Figura 24).
Ademas, casi todos los genes del backbone comparten un 100% de identidad y
cobertura, excepto repA de p138R que esta truncado, y tral de pSMC1 que tiene
97.65% de similitud nucleotidica y un 100% de cobertura con tral de pPE52IMP
(Figura 24). Asimismo, la region variable de estos plasmidos portaba diferentes
beta-lactamasas (blamp-1, blacmy-8) y otros genes de resistencia como aac(6')-1b4 y
aadA2 (Tabla 15).

Tabla 15. Caracteristicas de los plasmidos de otros géneros bacterianos del GenBank
con backbone similar a pPE52IMP.

o . Origen de ~ Genotipo de
Cepa Plasmido No. acceso Pais ~rger Tamarfio OlPO ¢
aislamiento resistencia
. Paciente con aac(6')-1b4,
138R p138R MK423762.1 Argentina fibrosis quistica 34,096 pb gacEAL sull
Aislamiento aadA2, gacEAL
SM39 pSMC1 AP013064.1 Japén 41,517 pb sull, blamp-1,

clinico
blacwy-s
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Figura 24. Comparacion de pPE52IMP con plasmidos de otros géneros bacterianos con un esqueleto similar. Los mddulos del plasmido se
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Para inferir una posible relacion filogenética entre pPES52IMP y otros plasmidos de

P. aeruginosa, utilizamos RepA para construir un arbol filogenético.

Andlisis filogenético de RepA de plasmidos portadores de genes de
resistencia

Para el analisis, incluimos la secuencia de aminoacidos de 33 RepA de plasmidos
portadores de genes de resistencia a antibioticos (Anexo tabla I) (incluido el RepA
de pPES52IMP). El anélisis mostré6 una amplia diversidad de replicasas entre los
plasmidos de P. aeruginosa que se agruparon en 11 clados (Figura 25). Ademas,
las proteinas RepA de plasmidos con el mismo grupo de incompatibilidad se
agruparon en el mismo clado, como IncP-2 (pOZ176, pJB37, pPUV-1), IncP-6 (C79,
p10265-KPC, pCOL-1) e IncP-7 (p1160-VIM y pNK546b); sin embargo, el grupo de
incompatibilidad de un plasmido dentro del clado IncP-7 (unnnamedl P8W) no fue
reportado. Por otro lado, es importante sefialar que las proteinas RepA de
pPES2IMP y 4 de los plasmidos pPE52IMP-like (pMATVIM-7, unnamedl
(FDAARGOS 570), pD5170990 y pMRVIM0713) (Tabla 14 y Figura 25) se

encontraban dentro del mismo clado (Figura 25).
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Figura 25. Arbol filogenético UPGMA de las proteinas replicasa A en plasmidos portadores de
genes de resistencia. Los grupos de incompatibilidad de los plasmidos aparecen en negrita. Las
replicasas en el mismo clado que pPE52IMP RepA estan encerradas en un recuadro rojo. El arbol
filogenético se construyd con MEGA.
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En las 6 cepas restantes (PE21, PE83, PE112, PE197, PE151 y PE224) también
realizamos el analisis de plasmidos y otros elementos genéticos
moviles/movilizables, ya que al igual que PE52 son portadoras de blavp, relaxasa
MOB y plasmidos, pero tienen diferentes pulsotipos y fueron aisladas en diferentes
fechas. PE21 se aisl6 en agosto de 2013, PE83 en enero de 2015, PE112 en
noviembre de 2015, PE151 en mayo de 2016, PE197 en febrero de 2017 y PE224
en julio de 2017.

Caracteristicas de los genomas

Las cepas PE21, PE112, PE197, PE151 y PE224 se secuenciaron mediante
lllumina y minlON, mientras que PE83 soOlo se secuencido con lllumina. La
secuenciacion masiva revelo que el genoma de PE21 estaba conformado por un
cromosoma de 7,100,829 pb y un segundo contig de 406,435 pb; PE112 y PE197
tenian un cromosoma de 7,089,072 y 7,149,282 pb, respectivamente, y ambas
tenian dos contigs de 35,922 pb y 26,759 pb. Por otro lado, PE151 portaba un
cromosoma de 7,171,071 pb y un segundo contig de 114,305 pb. Por ultimo, PE224
tenia un cromosoma de 7,182,497 y dos contigs de 114,545 pb y 1,194 pb. En el
caso de PES83, el tamafio de su genoma era de 7,342,540 pb y estaba fragmentado

en 103 contigs.

Comparacién gendémicay MLST

Posteriormente, se realizd la busqueda in silico del ST: el andlisis reveld que las 6
cepas pertenecen a 3 diferentes ST: PE21 y PE83 pertenecen al ST167, las cepas
PE112 y PE1967 pertenecen al ST2731 y las cepas PE151 y PE224 pertenecen al
ST1284.

Como las cepas compartian ST, también se realizé un diagrama de Venn para
conocer el numero de genes que comparten. Los resultados revelaron que PE21
compartia 966 genes con PE83, PE112 compartia 686 genes con PE197 y, por
altimo, PE151 compartia 1010 genes con PE224 (Figura 26).
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Figura 26. Comparacion gendmica de cepas de P. aeruginosa. El diagrama de Venn muestra el
namero de genes Unicos y compartidos entre los seis genomas. Esta figura fue construida con
“calculate and draw custom Venn diagrams”.

Debido a que las cepas tenian muchas similitudes, como son que compartian un
gran numero genes, tenian el mismo ST, ademéas de lo observado de manera
experimental (nUmero y tamafio de plasmidos segun PFGE-S1), se describieron por

pares en el analisis de los elementos genéticos moviles.

Andlisis de los elementos genéticos moéviles/movilizables de las cepas PE21
y PE83

Las cepas P. aeruginosa PE21 y PE83 se aislaron de esputo y de orina,
respectivamente, de pacientes internados en el Hospital. Lopez-Garcia et al., 2018
identificaron la presencia de un plasmido y mediante Southern blot detect6
hibridacién con la sonda blaimp en el cromosoma en cada una de las cepas. La
secuenciacion del genoma completo de PE21 se realizé con 2 tecnologias, Illumina
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Nextseq y minlON y se gener6é un ensamble hibrido, lo cual nos permitié detectar
un megaplasmido portador de blaces-32 y un plasmido integrado en el cromosoma

portador de blaivp-62.

El megaplasmido se le nombré pPE21GES, tenia un tamafio de 406,435 pb, un
contenido de G+C de 56.9% y 416 marcos de lectura abiertos (ORFs). Se
identificaron 4 modulos: adaptacion, replicacion, estabilidad y transferencia. El
modulo de adaptacion estaba conformado por un integrén clase 1 portador de los
genes blaces-s2, aacA33 y aadAl. Igualmente, se identificaron los genes de
resistencia a aminoglucosidos aph(3”)-l, aph(6)-Id y aph(3’)-VIl, una region de
resistencia a levofloxacino, un operén de mercurio merRTPCADE acompafado de
un transposon Tn21, un operdn de resistencia a telurito terDABCDD y los genes
mexC, mexD y oprJ de la bomba de eflujo MexCD-OprJ que estan flanqueados por
dos transposasas de la familia IS6 y Tn3 y una resolvasa. Por otro lado, el modulo
de replicacion consta del gen repC de tipo IncQ, una subunidad beta de la DNA pol
[1l, una RNA polimerasa, dnaK y una ADN helicasa dependiente de ATP (uvrD/pcrA).
El modulo de transferencia estaba conformado solamente de los genes traC, traV'y
traB, pero no pudimos identificar relaxasa ni oriT. EI mddulo de estabilidad porté los
genes parM/stbA, parA 'y parB, pero también se identificaron genes del sistema de
particion PRTRC (parB, E, C, B, thiF) y un sistema de resolucion de multimeros
recAB (Figura 27).

Entre los genes que también se localizaron destacan un cluster de genes de
quimiotaxis (cheABRWXA), genes implicados en la codificacion de un pili tipo IV
(pilG, ATPasa pilB, pilT, pilZ, pilD), 13 genes relacionados con transposones, entre

otros (Figura 27).
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Figura 27. Estructura del plasmido pPE21GES de la cepa P. aeruginosa PE21. Los médulos del
plasmido estan representados con diferentes colores. Rojo: adaptacion, morado: estabilidad,
amarillo: replicacion, naranja: transferencia, gris: proteinas hipotéticas, verde: elementos genéticos
moviles, rosa: proteinas de fago, azul: otros genes. El contenido de GC, GC skew+ y GC skew- estan
representados en colores negro, morado y verde, respectivamente, en el interior del mapa. La figura
se dibujé utilizando Proksee.

Como pPE21GES tenia una gran cantidad de proteinas hipotéticas, queriamos
conocer si pertenecian a fagos utilizando PHASTER. Se encontraron 3 regiones de
fagos incompletas: en la regibn 1 solamente se identificaron 12 proteinas
hipotéticas, de las cuales 6 han sido reportadas en fagos anteriormente. La region
2 consta de 14 genes, un gen gue codifica la vaina de la cola, uno la terminasa, dos
que codifican la fibra de la cola y los 10 restantes son proteinas hipotéticas. Por
altimo, la region 3 es la mas grande con 17 genes, de los cuales 1 es una proteina

fago-like y los 16 restantes son proteinas hipotéticas (Figura 28).
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Figura 28. Regiones de los fagos presentes en el plasmido pPE21GES. A) Estructura circular
del megaplasmido pPE21GES donde se representa la localizacién de las 3 regiones de fago (Color
rojo). B) Representacion lineal y detallada de la estructura de las 3 regiones de fagos. La figura fue
construida por PHASTER.

Un segundo plasmido se identific6 en PE21 (pPE21IMP) integrado en el
cromosoma, lo cual coincide con lo encontrado en el Southern blot por Lopez-Garcia
et al., 2019. Identificamos 4 mddulos: adaptacion, replicacion, estabilidad vy
transferencia, y su estructura es similar a pPE52IMP con excepcion del integron de
clase 1 portador de los genes aacA7, blaime-62, qacH, aacA4, aadAl, blaoxa-2y
aadAl (Figura 29).

Cabe recalcar que el plasmido est4d flanqueado por genes asociados a
transposones, que pudieron estar involucrados en la integracién del plasmido al

cromosoma (Figura 29).
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Figura 29. Estructura del plasmido pPE21IMP de la cepa de P. aeruginosa PE21. Los médulos
del plasmido estan representados con diferentes colores. Azul: adaptacion; amarillo: replicacion;
naranja: movilizacion; morado: estabilidad; verde: transposones; gris: proteinas hipotéticas; negro:
otros genes. La figura se construy6 con Easyfig.

Por otro lado, el genoma de la cepa PE83 portadora de blamp-62 y blaces-26 (LOpez
et al., 2019) se secuencid Uunicamente con lllumina, lo cual resulté en un genoma
altamente fragmentado que impidié la localizacion de los genes de resistencia. Sin
embargo, se pudo obtener la secuencia parcial de dos plasmidos: el primero tiene
un tamafo de 287,745 pb y es similar al megaplasmido pPE21GES de la cepa
PE21. En su estructura pudimos identificar solamente un operon de resistencia a
telurito terDABCDD, genes de particion parM/stbA, parA y parB y un segundo
sistema de particion PRTRC (parB, E, C, B, thiF). Otros genes fueron también
encontrados, entre los que destacan un clister de genes de quimiotaxis (cheARY),
genes que probablemente codifican un pili tipo IV (ATPasa pilB, pilT, pilZ), un
sistema de resolucion de multimeros recAB, 4 genes relacionados con

transposones y una gran cantidad de proteinas hipotéticas (Figura 30).
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Figura 30. Estructura parcial del megaplasmido parcial de la cepa P. aeruginosa PE83. Azul: genes de resistencia a telurito; verde: genes

relacionados con transposones; morado: genes de particion; azul turquesa: genes recAB; verde fluorescente: genes de quimiotaxis. La figura se
construy6 con Easyfig.
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El segundo plasmido parcial tuvo un tamafio de 16,756 pb y su estructura es similar
a pPE21IMP y pPES2IMP (Figura 31).

Plasmido parclal
P. oeruginosa PES3
16,756 pb

5

Figura 31. Estructura parcial del plasmido de la cepa de P. aeruginosa PE83. Los mddulos del
plasmido estan representados con diferentes colores. Azul: adaptacion; amarillo: replicacion;
naranja: movilizacion; morado: estabilidad; verde: transposones; gris: proteinas hipotéticas. La figura
se construyé con Easyfig.

Analisis de los elementos genéticos moviles/movilizables de las cepas PE112
y PE197

Las cepas P. aeruginosa PE112 y PE197 se aislaron de urocultivo, de pacientes
Hospitalizados. Mediante PFGE-S1 detectamos dos plasmidos de
aproximadamente 29 y 34 kb en ambas cepas. Posteriormente, sus genomas fueron
secuenciados con la tecnologia de llumina y minlON, y con ambas lecturas se
generd un ensamble hibrido para cada cepa. Con lo anterior, pudimos observar que

portaban dos variantes de blame (blaimp-s3y blaimp-1s).

La variante blavr-s3 estaba en un plasmido en cada una de las cepas (pPE112IMP
y pPE197IMP) que tenian un tamafio de 26.7 kb, 35 ORFs y un contenido de G+C
del 62,6%. Su estructura es similar a la de pPE52IMP, sin embargo, la diferencia
radica en el médulo de adaptacién donde se localizé un integrén de clase 1 portador

de los genes de resistencia blavp-ss y aadAl (Figura 32).

100



Modulo de rephcacion
B Modulo de estabifidad
B Modulo de transferencia
W Modulo de adaotackn
B Tiansposones

Prateinas hipotébcas
W GC Content
B GC Skews
W GC Skew

cera

pPE112IMP

pPE197IMP _-”’ | M

Figura 32. Estructura de los plasmidos pPE112IMP y pPE197IMP de las cepas PE112 y PE197.
Los médulos del pladsmido estan representados con diferentes colores. Azul: adaptacién; amarillo:
replicacion; naranja: movilizacion, morado: estabilidad; verde: transposones; gris: proteinas
hipotéticas. El contenido de GC, GC skew+ y GC skew- estdn representados en colores negro,
morado Yy verde, respectivamente, en el interior del mapa. La figura se dibujo6 utilizando Proksee.

Por otro lado, la variante blaivr-1s se localizé en un ICE putativo en los cromosomas.
Su estructura estaba conformada por dos integrasas, una de ellas de fago, una 1S6-
like, dos genes cromosomicos y 6 proteinas hipotéticas. Ademas, una regién con
genes de transferencia que consta de relaxasa MOBq y los genes traD y traY (Figura
33). La variante blavp-18 estaba en un integron clase 1 acompafiado de aadAl cuya
estructura es similar al encontrado en pPE112IMP y pPE197IMP, excepto por la

variante de blaivp.

101



N-acetiltrans
&6-like

Phage int
ntl1

blul?."’ ¥ |
aadAl
qacEdeltal
sull

reloxosa MOBQ

traD
tra¥

Figura 33. Estructura de la ICE putativa presente en las cepas PE112 y PE197. Los colores
representan; azul: genes de adaptacion, naranja: genes de transferencia, rosa: genes de fago, verde:
IS, gris: proteinas hipotéticas, negro: genes cromosémicos. La figura se construy6 con Easyfig.

Los ensambles de los genomas de PE112 y PE197 tuvieron un tercer contig con un
tamafo de 35,922 pb, que es similar al tamafio del plasmido observado con PFGE-
S1. Sin embargo, al anotarlo con RAST y PROKKA, su estructura presentaba una
gran cantidad de proteinas hipotéticas. Después, analizamos la secuencia con
PHASTER, encontrando que aproximadamente 32 kb pertenecian a genes de un
fago completo y, por lo tanto, fue anotado con PHAROKKA, que es una herramienta
para la anotacion de genomas de bacteriéfagos. Posteriormente, con BLASTn
encontramos que los genes restantes habian sido reportados en plasmidos, por lo
gue determinamos que este elemento era un fago-plasmido. Los genes de plasmido
incluyen un operéon de mercurio (merPTR), un sistema toxina-antitoxina (higA/higB),
un gen de particion parA y carece de parB y gen de replicacion. Y también tiene
genes de fago, como por ejemplo los que codifican el tallo (gpX, gpU, gpE’, gp41,
gpFl, 1), la placa basal (J, gpV), la integrasa de fago (int), la proteina de lisis holin,
la capside, el chaperon apc, la subunidad grande de la terminasa gpA, la subunidad
pequefia de la terminasa Nul, la proteina estructural V, la proteina cro/C1 y el
regulador lexA (Figura 34).
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Figura 34. Estructura del fago-plasmido de las cepas PE112 y PE197. Los colores representan:
morado: genes de fago; rosa: genes de plasmido; gris: proteinas hipotéticas. La figura fue dibujada
utilizando Proksee.

Para buscar fagos similares usamos las bases de datos DBSCAN-SWA y NCBI
virus. Con DBSCAN-SWA obtuvimos que el fago mas parecido es Pseudomonas
phage H70 (NC_027384) que es un fago Mu-like, y con NCBI virus las mejores
coincidencias fueron: Bacteriophage sp (GenBank: OP073502) Punavirus P1
(GenBank: MH422554) y Escherichia phage P1 (GenBank: MH445380). Sin
embargo, al realizar la comparacion de las secuencias con MAUVE, observamos

gue ninguna de ellas era similar al fago-plasmido (Figura 35).
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Figura 35. Comparacién de la secuencia del fago-plasmido de las cepas PE112 y PE197 y los
fagos A) H70, B) bacteriophage sp, C) P1 y D) Punavirus P1. El alineamiento se realizé con
MAUVE.
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Andlisis de los elementos genéticos moéviles/movilizables de las cepas PE151
y PE224

Las cepas P. aeruginosa PE151 y PE224 se aislaron de urocultivo de pacientes
internados en el Hospital. Se generd un ensamble hibrido para cada cepa con las
lecturas de Illumina y minlON. La nueva variante blamp-99 se localizé en el

cromosoma, en un integron clase 1y a su vez en un transposén Tn610 conformado
por dos 1S6100 (Figura 36).
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Figura 36. Localizacién cromosdmica de blaue-go presente en las cepas PE151y PE224. La
figura fue construida utilizando Easyfig.

También se identificé un plasmido (pPE151 y pPE224) de 114,305 pb, con 57.9%
de contenido de C+G y que no portaba genes de resistencia a antibioticos. Se
identificaron 3 modulos: replicacion, estabilidad y transferencia. EI modulo de
replicacion consistié en los genes repB, dnaB, DNA helicasa, DNA/RNA helicasa.
Por otro lado, el médulo de estabilidad tuvo genes del sistema de particion (parA,
parB y stbA), genes de sistemas toxina-antitoxina (pemkK, dinJ, yafQ). El modulo de
transferencia consta de genes para un sistema de secrecion tipo 4
(traHIYWUTONM, trbC) y genes para el pili delgado para la conjugacién en medio
liquido (pIITLNOPBRXTVM, shufflon), que sélo se han reportado en plasmidos tipos
Incl. Por dltimo, también tenia 72 proteinas hipotéticas sin dominio de funcion

conocida (Figura 37).
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Figura 37. Estructura del plasmido tipo Incl de las cepas PE151 y PE224. Los mddulos del
plasmido estan representados con diferentes colores. Amarillo: replicacion; naranja y verde agua:
transferencia; morado: estabilidad; azul marino: otros genes; rosa: genes de fagos; gris: proteinas
hipotéticas. El contenido de GC, GC skew+ y GC skew- estan representados en colores negro,
morado Yy verde, respectivamente, en el interior del mapa. La figura se dibujo utilizando Proksee.

Igualmente, se encontré un segundo plasmido integrado al cromosoma de PE151 y
PE224 (pPE151IMP y pPE224IMP respectivamente), cuya estructura es similar a
pPES2IMP, con excepcidén del médulo de adaptacion que consistid en un integrén
de clase 1 portador del gen aacA4, un gen de resistencia a cobalt/zinc/cadmio
(czcD), dos operones de resistencia a mercurio, el primero conformado por los
genes merR, merT, merP, merA, merD y merE y el segundo conformado sélo por
los genes merR, merT y merP. Sin embargo, cabe recalcar que la cepa PE224
mostré un segundo integrén clase 1, que era portador de los genes blaces-o, aadAl,
aadAo6 (Figura 38).
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Figura 38. Estructurade los pldsmidos integrados al cromosoma de pPE151IMP y pPE224IMP.
Los modulos del plasmido estan representados con diferentes colores. Azul: adaptacion; amarillo:
replicacion; naranja: movilizacion; morado: estabilidad; verde: transposones; gris: proteinas
hipotéticas; negro: otros genes. Ambas figuras se dibujaron con Easyfig.
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8. DISCUSION

Las infecciones del tracto urinario (ITU) se encuentran entre las infecciones
bacterianas mas comunes y afectan a aproximadamente150 millones de personas
al afo en todo el mundo (Werneburg, 2022). P. aeruginosa es uno de los
microorganismos mas frecuentes causantes de ITUs y, particularmente las ITUs
asociadas a catéter (Mittal et al., 2009). En este estudio, mas del 50% de las cepas
se aislaron de cultivo de orina (53.8%), en contraste con otro estudio que reporto
que el 30.5% de las cepas de P. eruginosa fueron recuperadas de cultivos de orina
(Khorvash et al., 2017).

Por otro lado, las cepas de P. aeruginosa provinieron mayormente de pacientes del
servicio de medicina interna (41%), seguido por la unidad de cuidados intensivos
(UCI) (28.2%), donde es uno de los principales patdgenos causante de infecciones
nosocomiales (Ribeiro et al., 2019). Esto fue consistente con otro estudio donde
encontraron que P. aeruginosa fue responsable del 23% de las infecciones
adquiridas en la UCI (Reynolds & Kollef, 2021).

Las infecciones causadas por P. aeruginosa representan un desafio en su
tratamiento debido a su resistencia natural y a la aparicion acelerada de cepas
resistentes a casi todos los antibiéticos, incluidos los carbapenémicos (Moradali et
al., 2017). Uno de sus mas importantes mecanismos de resistencia es la produccién
de carbapenemasas como VIM, IMP, SPM, NDM, GIM, GES y KPC (Reyes et al.,
2023). En este trabajo, observamos que el 43% de los aislados portaron blavp, €l
58% blaces y el 2.5% blavim, que también se ha reportado que son las beta-
lactamasas mas comunmente encontradas en P. aeruginosa (Yoon & Jeong, 2021).
Esto es mayor a lo encontrado por Khorvash et al., 2017 quienes detectaron los
genes blamp y blaviv en el 31.3% y 14.6% de los aislados, respectivamente
(Khorvash et al., 2017). En contraste, otro estudio reporté que sélo el 3.1% de los
aislados presentaron beta-lactamasas de espectro extendido o con actividad
carbapenemasa (VIM, IMP, GES, PER y OXA) (Spagnolo et al., 2021). Estas

diferencias resaltan la variabilidad de los mecanismos de resistencia bacteriana
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entre hospitales y regiones geograficas, lo cual pudiera verse influenciado por el uso
de diferentes antibidticos en cada hospital, y la prevalencia de cepas bacterianas,
por lo que es importante la vigilancia y el seguimiento de las infecciones causadas

por P. aeruginosa.

Existen elementos genéticos maoviles llamados plasmidos que pueden diseminar los
genes de resistencia inter o intra-especies. Como parte de este estudio se buscaron
plasmidos en las 39 cepas portadoras de blawvpe, blaviv y blaces, de las cuales
solamente 10 presentaron pldsmidos. Esto puede atribuirse a que P. aeruginosa
cuenta con diversos mecanismos de resistencia intrinseca (baja permeabilidad de
la membrana, expresion de bombas de eflujo y las beta-lactamasas cromosomicas
OXA-50 y AmpC) (Okamoto et al., 2001), lo cual podria reducir la necesidad de
mantener o adquirir material genético por transferencia horizontal. De hecho, la
presencia de multiples plasmidos en P. aeruginosa no es muy comun en
comparaciéon con otras bacterias como las pertenecientes a la familia
Enterobacterales. Lo cual también se ha visto en la base de datos del GenBank,
donde se han reportado de uno a dos pladsmidos en la mayoria de las cepas de P.
aeruginosa, y los tamafos de estos rondan entre 2 kb y 500 kb, consistente con lo
observado en las cepas de este estudio que presentaron de 1 a 2 plasmidos con
tamarios que van desde 27 hasta 126 kb aproximadamente.

Los plasmidos que son moéviles y movilizables tienen en comun la proteina relaxasa,
gue contribuye esencialmente a la iniciacion y terminacion de la transferencia de
ADN conjugativo (Zechner et al., 2017). Estas proteinas se han clasificado en 8
familias MOB (Garcillan-Barcia et al., 2009) y en este estudio utilizamos esta
clasificacion para caracterizar parcialmente los plasmidos. Encontramos que
MOBPr11 y MOBH2 fueron las relaxasas mas prevalentes en las cepas del Hospital
Regional I.S.S.S.T.E de Puebla, consistente con los hallazgos de Gomez-Martinez
et al., 2017 y Lépez-Garcia et al., 2018 en cepas aisladas del mismo hospital.
Posteriormente, determinamos la relacion filogenética de las cepas mediante PFGE,
detectando 12 pulsotipos y el agrupamiento de las cepas en 4 clados principales, lo
gue nos permitié seleccionar una cepa de cada clado para secuenciar su genoma
completo (PE112, PE197, PE151 y PE224). Ademas, también se eligieron las cepas
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PE52, PE83, PE63 y PE21 estudiadas parcialmente por Lépez-Garcia et al., 2018,
para secuenciar su genoma completo.

Dado que la mayoria de las cepas en nuestro estudio se obtuvieron de muestras de
orina y considerando que teniamos mayor informacion de las cepas PE21, PE52,
PE63 y PE83 y ya estaban secuenciadas, decidimos llevar a cabo un estudio de
gendmica comparativa entre cepas de distintos nichos ecoldgicos (orina, esputo y
ambiental); para lo cual se tomaron los genomas de las cepas PE52, PE63 y PE83
aisladas de orina, mientras que PE21 se aisl6 de esputo, e incluimos 59 genomas
completos de cepas aisladas de orina, esputo y medio ambiente disponibles en la
base de datos del GenBank. Esto nos permitié explorar si existen diferencias en los
genes de resistencia, elementos genéticos moéviles y genes de virulencia en funcion

del nicho ecoldgico.

P. aeruginosa es un patdgeno oportunista versatil capaz de adaptarse a diferentes
nichos ecoldgicos debido a que tiene un amplio arsenal de factores de virulencia y
determinantes de resistencia a los antibioticos (Jurado-Martin et al., 2021), pero
también a la adquisicién de genes por transferencia horizontal. De hecho, Kung y
colaboradores sugieren que el contenido del genoma accesorio determina la
adaptabilidad ambiental (Kung et al., 2010). En este estudio, comparamos los
genomas de cepas de un hospital mexicano con genomas de aislados de orina,
esputo y ambientales de diferentes ciudades y paises depositados en el GenBank.
Primero, quisimos conocer la distribucion de los ST entre los diferentes nichos. El
ST se determina combinando la variacion alélica de 7 genes de housekeeping de P.
aeruginosa (acsA, arok, guaA, mutL, nuoD, ppsA y trpE) (Curran et al., 2004). Se
conoce que los clones de alto riesgo causan brotes de infecciones asociadas a la
atencion de la salud en todo el mundo, que se asocian a malos resultados clinicos.
Esto se debe a que tienen altos niveles de resistencia a los antibiéticos,
patogenicidad y virulencia, asi como a una mayor capacidad para colonizar y
persistir en un huésped (Oliver et al., 2015). En este estudio, observamos una
elevada presencia de ST235 y ST773 de alto riesgo (del Barrio-Tofifio et al., 2020)

en cepas urinarias y de esputo, lo que concuerda con otros estudios en cepas
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clinicas recuperadas de diversos tipos de infecciones, incluidas las del tracto

urinario y respiratorio (Guzvinec et al., 2014; Hong et al., 2021; Wright et al., 2015).

Por otro lado, el ST27 de alto riesgo (del Barrio-Tofifio et al., 2020) sélo se encontrd
en cepas ambientales, lo que también se ha reportado tanto en otros estudios como
en la base de datos del MLST (Kidd et al., 2012; Moloney et al., 2020), pero también
en cepas de humanos y animales, aunque con menor prevalencia (Haenni et al.,
2015; Kidd et al., 2012; Ruiz-Roldan et al., 2018). Lo anterior podria indicar que, a
pesar de que cepas con ST27 son mayormente encontradas en medio ambiente,

también tienen la capacidad de causar infecciones en humanos y animales.

Las cepas aisladas del hospital regional I.S.S.S.T.E de Puebla tenian STs diferentes
a los genomas del GenBank (ST167, ST2731 y ST549). El analisis eBURST mostro
que ST2731 y ST549 de las cepas PE52 y PE63, respectivamente, no tenian
relacion con los clones internacionales de alto riesgo. Por otro lado, ST167 (cepas
PE21y PE83) deriva del grupo 0, donde también se encuentra ST111 de alto riesgo;
sin embargo, no estan en el mismo complejo clonal, ya que s6lo compartian dos
alelos (Seidl et al., 2015).

Para conocer la diseminacion mundial de la ST167 se consultd la base de datos del
MLST, y encontramos 4 cuatro cepas: dos eran cepas clinicas de México (nimeros
de acceso: GCF_000795625.1y GCF_000794515.1) portadoras de blavp-15y blaime-
62, Una cepa era de Estados Unidos (nimero de acceso: GCF_000480475.1) y la
cepa restante era de un pais no reportado (nimero de acceso: GCA 021693455.1).
Con base en los criterios para definir un clon de alto riesgo, el ST167 podria
considerarse como un "“clon local de alto riesgo”, ya que, si bien no se ha reportado
gue cause infecciones a nivel mundial, esta asociado con infecciones nosocomiales

en México (Baquero et al., 2013).

Por otro lado, como se sabe, el pangenoma representa el nimero total de genes de
un grupo de estudio (S. S. Costa et al., 2020) y, basandose en la persistencia de los
genes en el genoma, se divide en cuatro clases: (1) genoma core, (2) genoma soft-
core, (3) genoma shell y (4) genoma cloud (Collins & Higgs, 2012; Gautreau et al.,

2020). El pangenoma de los 65 genomas analizados consta de 20,911 genes. En
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otros estudios que incluyeron 17, 23 y 18 genomas, el tamafio del pangenoma era
menor (9,344, 9,786 y 12,775 genes, respectivamente) (Kandasamy et al., 2020;
Subedi et al., 2018; Valot et al., 2015), mientras que en el analisis del pangenoma
con un tamafio de 54,272 genes se utilizaron 1,311 genomas (Freschi et al., 2019).
Estas diferencias pueden estar influidas por el nimero de genomas analizados en
cada estudio, ya que el pangenoma aumenta con el nimero y la diversidad de cepas
afiadidas al andlisis (Subedi et al., 2018). Por otro lado, el genoma core comprende
genes implicados en la supervivencia bacteriana, y su tamafo disminuye al mismo
tiempo que se afladen genomas al analisis (S. S. Costa et al., 2020). En nuestro
estudio, el tamafio del genoma core comprendia 4,246 genes; en cambio, otros
estudios han informado de genomas core mas grandes, de 5,233 genes (Valot et
al., 2015), 4,910 (Subedi et al., 2018) y 5,109 genes (Poulsen et al., 2019) en cepas
aisladas de diferentes fuentes. Otros factores que podrian influir son la diversa
naturaleza de las cepas y las diferentes herramientas de anotacion utilizadas
(Subedi et al., 2018).

Los genomas soft-core, shell y cloud mostraron 898, 1,709 y 14,058 genes,
respectivamente, lo que fue diferente en comparacion con otros estudios que
incluyeron cepas aisladas de varios sitios de infeccion (Bianconi et al., 2015;

Muthukumarasamy et al., 2020).

El genoma accesorio se compone de genes adquiridos por transferencia horizontal
debido a la exposicion de la bacteria al hospedero, al medio ambiente o a otras
bacterias, proporcionandole ventajas adaptativas (Jackson et al., 2011). Por lo
tanto, construimos un dendrograma basado en el genoma accesorio y no
observamos ninguna correlacion con el sitio de aislamiento, pero los genomas se
agruparon en funcién de su ST. Sin embargo, dado que la construccién del arbol se
baso en la presencia y ausencia de genes del genoma accesorio, podria indicar que
las cepas agrupadas en el mismo clado también portan genes adquiridos similares
en su genoma accesorio. Para corroborar esto, construimos arboles filogenéticos

basados en el genoma core, SNPs y MLST, donde pudimos observar que las cepas
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se agrupaban de nuevo en relacion con su ST; esto también fue reportado en otro
estudio (Janice et al., 2021).

La comparacion de los genomas del Hospital de Puebla reveld que cada cepa tenia
genes especificos, siendo la cepa PE52 la que contenia el mayor nUmero de estos
genes. Estos genes especificos de cepa suelen estar implicados en la adaptacion
al nicho (Guimarées et al., 2015). Por otro lado, en un estudio previo reportaron que
las cepas PE21 y PE83 exhiben perfiles fenotipicos de resistencia y caracteristicas
genotipicas similares (Lopez-Garcia et al., 2018) y en la comparacion del genoma,

observamos que también comparten gran cantidad de genes.

Analizamos los genes de resistencia a antimicrobianos y los de virulencia porque el
genoma accesorio suele estar compuesto por estos genes (Yoon & Jeong, 2021).
Encontramos que los genes blaoxa-so y blarao (resistencia a beta-lactamicos), fosA
(resistencia a fosfomicina) y aph(3')-lib (resistencia a aminoglucésidos) estaban
presentes en el cromosoma de todas las cepas estudiadas, incluidas las cepas de
referencia PAOL1y PA14; en otros estudios, estos genes también se han identificado
en todas las cepas que se incluyeron (Khan et al., 2020; Subedi et al., 2018), lo que

sugiere que son genes conservados en P. aeruginosa.

Por otro lado, el gen catB7 (responsable de la resistencia al cloranfenicol) sélo
estaba ausente en dos genomas de cepas clinicas (60503 y BI1, provenientes de
esputo y orina, respectivamente). Este gen se ha encontrado exclusivamente en el
cromosoma de cepas de P. aeruginosa, pero no en otras bacterias (Irum et al., 2021;
Subedi et al., 2018). Sin embargo, en otros estudios ya se habia sefalado la
ausencia de este gen en algunas cepas clinicas de P. aeruginosa (Diorio-Toth et al.,
2022; Kandasamy et al., 2020).

OXA-50 es una oxacilinasa de clase D intrinseca en P. aeruginosa que tiene un
perfil de hidrélisis de espectro estrecho frente a antibiéticos como ampicilina,
bencilpenicilina, cefaloridina, cefalotina, nitrocefina, piperacilina e imipenem (Girlich
et al., 2004). La familia OXA-50 consta de 59 variantes segun la Beta-lactamase
Database (hasta septiembre del 2023) (Naas et al., 2017). En este estudio,

buscamos la distribucion de estas variantes entre los tres grupos de genomas;
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blaoxa-s0 y blaoxa-a94 fueron las mas prevalentes en los genomas de cepas urinarias
y ambientales, respectivamente. Sin embargo, blaoxa-4gs fue la mas frecuente en los
genomas de las cepas de esputo. En comparacion con la enzima OXA-50, OXA-
488 es tres veces mas eficiente contra la bencilpenicilina y dos veces mas eficiente
hidrolizando imipenem (Streling et al., 2022). Esto podria deberse a la continua
presion de seleccion provocada por el uso indiscriminado de beta-lactamicos, que
ha conducido a la aparicion de variantes de OXA-50 con un espectro de hidrdlisis

mejorado frente al imipenem.

P. aeruginosa también es capaz de adquirir genes de resistencia a los antibiéticos.
En este estudio, no observamos ninguna relacion entre la presencia de estos genes
de resistencia adquirida y el sitio de aislamiento de las cepas clinicas. Sin embargo,
algunos genomas clinicos presentaban genes de resistencia a antibiéticos que
suelen encontrarse en géneros distintos de Pseudomonas (Bathoorn et al., 2016;
Canton et al., 2012; Falco et al., 2016). Esto puede ser debido a que las infecciones
del tracto urinario y pulmonares suelen ser polimicrobianas (Bisht et al., 2020;
Gaston et al., 2021), y el estrecho contacto e interaccion con otras especies pudo
haber facilitado el intercambio genético entre bacterias que coexisten en el mismo
nicho. Estos resultados apoyan los hallazgos de Freschi y colaboradores (Freschi
et al., 2019), que demostraron que los eventos de transferencia horizontal de genes
estan implicados en la adquisicion de genes de resistencia a los antibiéticos. Por
altimo, aunque este estudio aporta conocimientos sobre el comportamiento y la
dindmica de P. aeruginosa en diferentes nichos, se podrian incluir un nimero mas

significativo de genomas de otros nichos para tener un mayor entendimiento.

Por otro lado, es importante destacar que blaive fue mas predominante en las cepas
aisladas del hospital de Puebla, especialmente en las cepas PE21, PE83 y PE52.
Esta notable diferencia podria estar relacionada con la presion de seleccion dentro
del hospital de Puebla y la consecuente seleccibn de cepas resistentes a
carbapenémicos, portadoras de este gen de resistencia. De hecho, en un trabajo
previo se informé que en este hospital blame era el gen de resistencia a

carbapenémicos mas prevalente (Lopez-Garcia et al., 2018). Ademas, las bacterias
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que se encuentran en el mismo nicho podrian estar influenciando la adquisicién de

este gen de resistencia.

Por otro lado, crpP se encontr6 tanto en genomas clinicos como ambientales. Sin
embargo, fue el Unico gen de resistencia adquirida identificado en genomas de
cepas ambientales, lo que coincide con otro estudio (Ramsay et al., 2019). Ademas,
este gen se asocié anteriormente con la resistencia al antibiotico ciprofloxacino
(Chavez-Jacobo et al., 2018). No obstante, algunos estudios no han encontrado
asociacion entre la presencia de crpP y el fenotipo de resistencia a ciprofloxacino
(Xu et al., 2021; Zhu et al., 2021; Lépez et al., 2022) y, por otro lado, un trabajo
reciente ha concluido que CrpP no es responsable de la resistencia a la

ciprofloxacina en E. coli (Zubyk & Wright, 202).

Curiosamente, en este estudio algunos genes de resistencia a antibiéticos se
encontraron en elementos genéticos moéviles/movilizables, como blame, blabm,
blaoxa, blaces, blavim que se asociaron con integrones clasicos y parciales de clase
1, consistente con otros estudios (Janice et al., 2021; SaAnchez-Martinez et al., 2010;
Touati et al., 2013); mientras que blakec y blanom, blaspm Se asociaron con
secuencias de insercién y transposones, similar a lo reportado por otros autores (El
Salabi et al., 2010; Ramirez et al., 2013; Tohya et al., 2019). ComUnmente, los
transposones e integrones se localizan dentro de plasmidos y elementos
conjugativos integrativos (Partridge et al., 2018), lo que coincide con nuestros
hallazgos. En patrticular, el gen crpP fue identificado inicialmente en un plasmido
(Chavez-Jacobo et al., 2018); sin embargo, en este y otro estudio, se localizé en
ICEs (LOpez et al., 2022). De forma similar, catB7 se identifico en ICEs, lo que podria
estar relacionado con la pérdida de este gen en algunos genomas. La identificacion
de genes de resistencia a antibiéticos portados por elementos genéticos
moviles/movilizables sugiere una mayor posibilidad de transferencia horizontal de
genes dentro o entre diferentes aislados, especies y ambientes (Ramsamy et al.,
2022). Por otro lado, el bajo numero de EGM en los genomas de cepas ambientales

en comparacion con los genomas de cepas clinicas, podria estar relacionado con el
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hecho de que no tuvieran genes de resistencia adquiridos horizontalmente, ya que

éstos son portados regularmente por EGM (Partridge et al., 2018).

El nimero de plasmidos en P. aeruginosa encontrado en este estudio es menor que
en otras bacterias, como las Enterobacterales (Shintani et al., 2015). Sin embargo,
las cepas urinarias portaban mayor numero de plasmidos, destacando las cepas del
Hospital de Puebla, lo cual sugiere que la resistencia mediada por plasmidos podria
ser el principal mecanismo de adquisicion de resistencia en este hospital.

Se ha descubierto que los sistemas CRISPR-Cas desempefian un papel importante
en el moldeamiento del genoma accesorio (van Belkum et al., 2015) porque
restringen la transferencia horizontal de genes y la infeccion por bacteri6fagos
(Shehreen et al., 2019). Para saber si los sistemas CRISPR-Cas podrian estar
desempefiando un papel en la adquisicibn de plasmidos, correlacionamos su
presencia y ausencia con la presencia de pldsmidos. Aunque la mayoria de los
genomas presentaban sistemas CRISPR-Cas pero no portaban pladsmidos, algunos
genomas portaban ambos, lo que podria deberse a la presencia de proteinas anti-
CRISPR-Cas cuya funcién es inhibir la actividad de estos sistemas (Bondy-Denomy
et al., 2015) o a que los espaciadores podrian estar dirigidos a otros elementos
genéticos moviles. No obstante, no analizamos las secuencias espaciadoras
CRISPR. Por otro lado, las cepas mexicanas tenian plasmidos y sistemas CRISPR-

Cas pero no presentaban anti-CRISPR.

Los sistemas CRISPR-Cas se han asociado a genomas de pequefio tamafio y a
una menor abundancia de ICEs (Wheatley & MacLean, 2021). Por el contrario, los
genomas de las cepas ambientales tenian menos sistemas CRISPR-Cas, genomas
de menor tamafio y un reducido numero de ICEs en comparacion con los genomas
de las cepas de esputo y urinarias. Lo anterior podria deberse a que simplemente
el intercambio genético entre bacterias del medio ambiente pudo haber sido menor

en comparaciéon de lo que sucede en el ambiente hospitalario.

Ademas, los plasmidos de las cepas DN1 e IMP-13 (provenientes de ambiente y
orina) portaban CRISPR-Cas, lo que nos parecio interesante, asi que buscamos el

tipo de sistema que tenia, encontrando que era el sistema tipo IV. Este tipo de
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CRISPR-Cas s6lo se ha encontrado en pldsmidos y otros elementos genéticos
moviles, y se ha planteado la hipotesis de que su funcién principal es eliminar
plasmidos competidores (Pinilla-Redondo et al., 2020). Lo anterior se ha estudiado
en plasmidos de arqueas y bacterias (incluidas las Gammaproteobacterias),
encontrdndose que muchos espaciadores de los sistemas CRISPR-Cas de tipo IV
acarreados por plasmidos coincidian con secuencias de otros plasmidos (Pinilla-
Redondo et al., 2022). En los plasmidos de Klebsiella pneumoniae se encontro algo
similar (Kamruzzaman & Iredell, 2020); sin embargo, esto sigue sin estar claro en
P. aeruginosa.

Es importante sefialar que 28 de los genomas sélo tenian espaciadores CRISPR
huérfanos (carentes de Cas), que suelen considerarse vestigiales. Sin embargo, se
ha descubierto que algunos CRISPR de este tipo en E. coli podrian ser funcionales

(Almendros et al., 2016). En P. aeruginosa esto sigue sin estar claro.

Por otro lado, P. aeruginosa también puede adquirir resistencia a través de
mutaciones cromosomicas. En este estudio, encontramos mutaciones relacionadas
con la resistencia a los antibioticos en los genes ampD, ampR, oprD, gyrA, gyrB,
parC, parE y parS. OprD es una proteina de membrana externa implicada en la
difusion de pequefios péptidos, aminoacidos béasicos y carbapenémicos en la célula
(Lietal., 2012). Sin embargo, las alteraciones en la estructura/expresion o la pérdida
de OprD provocan disminuciones en la susceptibilidad a los carbapenémicos (Lister
et al., 2009). El andlisis de oprD revelo la presencia de codones de paro prematuro,
desplazamiento de marco y mutaciones relacionadas con la resistencia a los
carbapenémicos, sobre todo en los genomas de cepas de orina y esputo, como se
ha informado en otros estudios que analizaron cepas clinicas (Gonzéalez-Vazquez
et al., 2021; Loépez-Garcia et al., 2018). Por el contrario, las deleciones en la
secuencia de oprD pueden generar un loop L7-corto, que se asocia con el fenotipo
de susceptibilidad a meropenem (Epp et al., 2001; Gonzalez-Vazquez et al., 2021).
Curiosamente, este genotipo de oprD se encontr6 mayormente en los genomas de

cepas ambientales.
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La resistencia a las fluoroquinolonas puede deberse a mutaciones en las regiones
determinantes de la resistencia a las quinolonas (QRDR, por sus siglas en inglés)
en las subunidades de la ADN girasa (gyrA y gyrB) y la topoisomerasa IV (parC y
parE) (Lopez-Causapé et al., 2017), y fueron observadas en los genomas de las
cepas de orina y esputo, pero no en los genomas de las cepas ambientales. La
ausencia de estas mutaciones en las cepas ambientales podria sugerir que no
estuvieron expuestas a presion de seleccion ya que, aunque el medio ambiente
puede sufrir contaminacion por antibiéticos debido a la actividad humana (Martinez,
2009), no estan expuestas a la misma fuerte presion de seleccion por antibioticos

gue las bacterias hospitalarias.

La produccion de la cefalosporinasa AmpC es un mecanismo intrinseco de
resistencia a los antibiéticos beta-lactamicos en P. aeruginosa. Sin embargo, puede
potenciarse por mutaciones en ampR (factor de transcripcion) y ampD (amidasa
citosdlica) que causan la desrepresiéon de AmpC (Lister et al., 2009). Observamos
que las mutaciones en AmpD eran mas prevalentes en genomas de cepas urinarias
(n = 7), seguidas de las ambientales (n = 5), y en menor medida en genomas de
cepas de esputo (n = 3). En cambio, sélo un genoma de una cepa urinaria
presentaba una mutacion en el gen ampR. Por otra parte, los polimorfismos en
AmpC son causados por mutaciones y algunos aumentan su actividad hidrolitica
frente a las cefalosporinas (Berrazeg et al., 2015). Se observaron polimorfismos de
AmpC en casi todos los genomas estudiados excepto en dos (una cepa de esputo
y una cepa ambiental). Hasta la fecha, se han descrito 553 variantes de la
cefalosporinasa derivada de Pseudomonas (PDC) (hasta septiembre de 2023)
(Naas et al., 2017). Sin embargo, este estudio no se centré en la busqueda de
variantes, y desconocemos si su distribucién pudiera estar relacionada con los sitios

de aislamiento de los genomas estudiados.

Algunas mutaciones en ParS (la quinasa sensora del sistema de doble componente
ParR/S) estan relacionadas con la resistencia a la colistina. Estas solo fueron
observadas en genomas de cepas clinicas, siendo mas prevalentes en genomas de

cepas de esputo (n = 3). Es importante mencionar que nuestro estudio tiene algunas
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limitaciones, como el hecho de que no conocemos el perfil fenotipico de resistencia

a colistina y no podemos relacionarlo con su genotipo de resistencia.

Es importante sefialar que las cepas ambientales solo portaban genes del resistoma
intrinseco, y algunas mutaciones en estos genes y en otros genes relacionados con
la resistencia a antibidticos, lo que puede indicar que la adquisicion de mutaciones
son los principales mecanismos en las cepas ambientales y no la ganancia de genes

por transferencia horizontal.

P. aeruginosa posee una amplia variedad de factores de virulencia, como flagelos,
piliy LPS que contribuyen a la adhesién/colonizacion en el hospedero, sistemas de
secrecion que liberan efectores y toxinas en el hospedero, proteasas y toxinas que
causan dafio tisular, entre otros (Liao et al., 2022). Decidimos analizar los genes de
virulencia debido a que previos estudios de gendmica comparativa, utilizando cepas
provenientes de infecciones oculares y de pacientes con fibrosis quistica, han
reportado diferencias en la presencia de ciertos genes, tales como exoU y exoS.

ExoS, ExoT, ExoU y ExoY son exotoxinas exportadas directamente en las células
del hospedero a través de un sistema de secrecién tipo 3. En este estudio, la
variacion en la presencia y ausencia de genes de virulencia fue mas evidente en
estas proteinas efectoras. exoS codifica una citotoxina con actividad de proteina
activadora de GTPasa (GAP, por sus siglas en inglés) y actividad de adenosina
difosfato ribosil transferasa (ADPRT, por sus siglas en inglés) (Jouault et al., 2022)

y se encontrd principalmente en los genomas de cepas de orina.

Por otro lado, ExoU es una citotoxina con actividad fosfolipasa A2 que causa lisis y
necroptosis en células epiteliales, macréfagos y neutrofilos (Foulkes et al., 2019).
Se ha demostrado en modelo de ratén que la produccion de ExoU contribuye al
desarrollo de neumonia grave (Diaz et al., 2008), y a resultados desfavorables en
pacientes con neumonia asociada a ventilacion mecanica (Hauser et al., 2002).
exoU se encontr6 principalmente en genomas de cepas aisladas de esputo. Sin
embargo, en otros estudios también se ha encontrado en cepas aisladas de ojo
(Stewart et al., 2011; Subedi et al., 2018). Del mismo modo, se ha sugerido que

debido a que el gen exoU estd ausente en PAOl y es acarreado por islas
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gendmicas, pudo haber sido adquirido por transferencia horizontal (Sawa et al.,

2014) para proporcionar ventajas adaptativas.

Por razones que no estan del todo claras, exoU y exoS son mutuamente
excluyentes. Sin embargo, en este y otros estudios se han encontrado cepas
portadoras de ambas citotoxinas (Hassuna et al., 2020; Yousefi-Avarvand et al.,
2015). Una posible explicacion que se ha sugerido es que proporcionan un mayor
fitness en distintos nichos ecolégicos (Horna et al., 2019).

ExoY es una adenilil ciclasa cuya accion altera el citoesqueleto de actina, inhibe la
captacion bacteriana por las células del hospedero y aumenta la permeabilidad
endotelial. Sin embargo, la importancia de ExoY en las infecciones sigue sin estar
clara (Hauser, 2009). El gen exoY se observd sobre todo en genomas de cepas
urinarias y ambientales. Sin embargo, otros estudios también lo han observado en
cepas aisladas de ojo y de fibrosis quistica (Subedi et al., 2018). ExoT es la efectora
mas prevalente en los genomas de cepas clinicas y ambientales de P. aeruginosa
(Feltman et al., 2001; Jurado-Martin et al., 2021). En este estudio se encontro en el

100% de los genomas analizados.

Por otra parte, la prevalencia de los genes plcN, plcH, lasB y toxA fue del 100%
(excepto para plcN) en las tres fuentes de aislamiento, contrariamente a lo
observado por Hassuna et al., (2020) en aislados de infecciones del tracto
respiratorio. Por otro lado, plcB y plcH se detectaron en el 98.7% (153/155) y el
96.1% (149/155) de las cepas recuperadas de infecciones nosocomiales e
infecciones adquiridas en la comunidad (Elmouaden et al., 2019), lo que indica que
estdn muy conservadas en el genoma de P. aeruginosa. La razén de las diferencias
en la distribucion de estos genes en distintos estudios sigue sin estar clara. Por
altimo, pldA se encontro sobre todo en los genomas de cepas de esputo. En otro
estudio, también se encontré mayoritariamente en cepas responsables de infeccién
pulmonar aguda y, en menor medida, en cepas provenientes de infeccidén del tracto
urinario (Boulant et al., 2018). Ademas, se ha sugerido que desempefia un papel en
la infeccion pulmonar cronica en ratas (Wilderman et al., 2001).
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Es importante sefialar que, aunque los genes de virulencia fueron mas prevalentes
en los genomas de cepas clinicas, también estaban presentes en menor cantidad
en los genomas de cepas ambientales, como también ha sido reportado por otro
autor (Alva et al., 2018). Esto reforzaria la idea de que las cepas ambientales
también pueden causar infecciones (Dettman & Kassen, 2021) y ser un potencial
factor de riesgo para la salud humana (Rado et al., 2017), y pone de manifiesto que
la prevalencia de genes de virulencia puede variar en funcién del sitio de

aislamiento.

Dado que observamos en nuestro analisis de gendmica comparativa la presencia
de plasmidos que portaban genes como blave y otros elementos genéticos moviles
en cepas de Pseudomonas aeruginosa del Hospital de Puebla, decidimos realizar
un andlisis detallado de estos elementos genéticos moviles en las cepas PE21,
PES52, PE83, asi como en otras cuatro cepas relevantes: PE112, PE151, PE197 y
PE224, que provenian del mismo hospital. Ademas, a pesar de que recientemente
se han reportado carbapenemasas tipo blakec-2, blaviv-1, y blave-2s acarreadas por
plasmidos de diferentes grupos de incompatibilidad en P. aeruginosa (Yoon &
Jeong, 2021), la informacion disponible sobre los plasmidos en esta bacteria y su
papel en la diseminacién de genes de resistencia sigue siendo limitada. Lo anterior
puede atribuirse, en parte, a los diversos mecanismos de resistencia intrinseca
presentes en este microorganismo y a su complejo sistema de regulacion que le
permite adaptarse y sobrevivir en diversos entornos, reduciendo la necesidad de

adquirir material genético a través de transferencia horizontal.

Primero analizamos la cepa PE52, en la que se observé de manera experimental
que es portadora de blaimp-s6 y blaimpe-18 y dos plasmidos (Lopez-Garcia et al., 2018).
Sin embargo, por secuenciacion masiva encontramos sélo un plasmido al que
llamamos pPES2IMP. Esto puede deberse a las tecnologias de secuenciacion que
utilizamos para la secuenciacién del genoma de PE52, o bien, pudo haber perdido

el plasmido durante su almacenaje.

El plasmido pPE52IMP fue portador de blave-s6, Su contenido de GC fue menor al
del cromosoma de P. aeruginosa (aproximadamente 66,6%) (Kung et al., 2010),
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pero es similar al contenido de GC reportado en otros pladsmidos encontrados en
este microorganismo (de 45,8% a 63,8%) (Shintani et al., 2015). Esto coincide con
un estudio previo que reveld que el contenido promedio de GC de los plasmidos era
10% inferior al del cromosoma de su huésped, ya que los plasmidos con contenido
de GC muy diferente no podrian mantenerse estables en su hospedero (Nishida,
2012).

pPE5S2IMP estaba conformado por los modulos de estabilidad, replicacion
transferencia y adaptacion. El modulo de estabilidad generalmente comprende de
un sistema de particion que contribuye a la segregacion del plasmido, un sistema
de adiccion que asegura la muerte de las células libres de plasmido, y sistemas de
resolucion de multimeros que previenen la formacion de multimeros de plasmido
(Norman et al., 2009). El sistema de particion consiste en una ATPasa (parA), una
secuencia de ADN similar a un centromero (parC) y una proteina de unién al ADN
(parB) (Kawalek et al., 2020); esta ultima esta compuesta por un dominio central de
union al ADN HTH flanqueado por un dominio de dimero C-terminal y una region N-
terminal necesaria para la oligomerizacion de la proteina (Funnell, 2016). En el
plasmido pPE52IMP, sélo se encontraron los genes parA'y parC, pero el gen parB
no. Posteriormente, se analizaron los dominios de las proteinas hipotéticas y
ninguna presentdé dominios que pudieran indicar que estan jugando el papel de
parB. Por otra parte, se ha demostrado que el gen kfrA actiia como autorregulador
transcripcional y participa en la estabilidad del plasmido (Adamczyk et al., 20086,
2021; Lewicka et al., 2021), lo que sugiere que este gen podria estar implicado en
la estabilidad de pPES52IMP. Sin embargo, es necesario realizar estudios
adicionales para comprender cémo se lleva a cabo el proceso de segregaciéon en
este plasmido y si kfrA pudiera estar implicado. Igualmente, pPE52IMP tuvo un
sistema de adiccidbn compuesto por el sistema toxina- antitoxina doc/phd, el cual es
un sistema de tipo Il donde Doc (death on curing) que es una toxina, es bloqueada
directamente por la antitoxina Phd (prevents host death). Se ha reportado que este
sistema desempefia un papel importante en la persistencia, estabilidad, muerte

celular programada y la respuesta al estrés del plasmido (Yang & Walsh, 2017).
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Por otro lado, los plasmidos conjugativos llevan dos conjuntos de genes; el primero
permite el procesamiento del ADN (genes de transferencia y replicaciéon del ADN
(Dtr)), y el segundo es un complejo de formacién de pares de apareamiento (Mpf)
asociado a la membrana (una forma de sistema de secrecion tipo 4). En cambio, los
plasmidos movilizables utilizan el Mpf de otro elemento genético en la misma célula
para movilizarse (Costa et al., 2021; Smillie et al., 2010). El médulo de transferencia
de pPE52IMP consiste en los genes traK, traJd y tral de plasmidos tipo IncP que son
esenciales para la formacion del relaxosoma, y los genes de transferencia
conjugativa trbJ, trbK y trbL que estan implicados en la formacion del sistema Mpf.
Sin embargo, los genes traH (actividad chaperona), traG (proteina de
acoplamiento), traA, traB, traD y traE (no esenciales para la conjugacion) y los
genes troBCDEFGHI (necesarios para la formacion del sistema Mpf) estan ausentes
en pPE52IMP (Adamczyk & Jagura-Burdzy, 2003), lo que sugiere que podria
tratarse de un plasmido movilizable. Ademas, la ausencia de transconjugantes en
los experimentos de conjugaciéon realizados anteriormente por Gémez-Martinez

2017, refuerza este andlisis.

Los operones de mercurio comprenden genes que confieren resistencia a mercurio
(merEDAPTR) y suelen localizarse en transposones e integrones transportados por
plasmidos (Nascimento et al., 2003). pPE52IMP lleva el operén mer localizado junto
a los genes tn21 y tnpR que forman parte de elementos transponibles de la familia
Tn3.

Por otro lado, algunos autores han utilizado caracteristicas del “backbone” del
plasmido para disefiar esquemas de clasificacion como la tipificacion por replicones
basada en PCR (PBRT) (Carattoli et al., 2005) y la tipificacion por oligonucleétidos
degenerados MOB (DPMT) (Alvarado et al., 2012) basadas en las funciones de
replicacion y movilidad del plasmido, respectivamente (Orlek et al., 2017). Los
plasmidos de P. aeruginosa que poseian un “backbone” similar al de pPE52IMP
tenian una relaxasa de la subfamilia MOBp11 segun la tipificacion por MOB (Alvarado
et al., 2012); esto concuerda con los hallazgos reportados por Lopez-Garcia, 2018

y GOmez-Martinez, 2017. Esto podria estar relacionado a que la subfamilia MOBp11
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pertenece a la superfamilia MOBp, que es una de las mas abundantes en plasmidos
de gammaproteobacterias (incluyendo Pseudomonas) (Garcillan-Barcia & de la
Cruz, 2013).

pPES52IMP y los plasmidos con “backbone” similar no pudieron clasificarse mediante
PBRT (Carattoli et al., 2005), lo que puede estar relacionado con el hecho de que
este esquema se centra en clasificar plasmidos de Enterobacterales pero no de
otras familias bacterianas. Igualmente, pPE52IMP no pertenecio a ninguno de los
14 grupos de incompatibilidad descritos en P. aeruginosa (IncP-1 a IncP-14). De
hecho, algunos estudios han podido clasificar una cantidad pequefia de los
plasmidos de Pseudomonas, por ejemplo, Shintani et al., 2015 reportaron que de
los 183 plasmidos de Pseudomonadales que analizaron, solamente 21 pudieron
clasificarse en los grupos de incompatibilidad IncP (Shintani et al., 2015). Lo anterior
refleja la necesidad de desarrollar una técnica para clasificar los plasmidos de P.
aeruginosa. No obstante, la clasificacion de los plasmidos mediante el uso de la

tipificacion por MOB podria resultar Gtil en algunos casos.

Bertini et al., 2010 disefiaron una clasificacion para los plasmidos de Acinetobacter
baumannii basada en la homologia de la secuencia de la replicasa que identificaba
19 grupos de homologia (GR) (Bertini et al., 2010). Los genes de la replicasa que
compartian al menos un 74% de identidad estaban en el mismo grupo de homologia.
Otros autores han afiadido mas grupos utilizando los mismos criterios de identidad,
reportando hasta la fecha 33 GR (Salgado-Camargo et al., 2020). Por lo tanto,
utilizamos criterios similares para conocer la distribucion y comportamiento de RepA
en pPES5S2IMP y plasmidos de P. aeruginosa reportados en el GenBank. Es
importante destacar que soélo incluimos en el analisis los plasmidos portadores de
genes de resistencia a antibiéticos. Encontramos que los RepA de plasmidos
pertenecientes al mismo grupo de incompatibilidad (IncP-2, IncP-7, IncP-6) se
agruparon en tres clados, probablemente porque los plasmidos pertenecientes al
mismo grupo de incompatibilidad tienen el mismo o relacionado sistema de
replicacion/particion (Thomas, 2014). Por otro lado, la RepA de pPE52IMP vy los

plasmidos con “backbone” similar se agruparon todas en un clado, lo que indica que
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estan estrechamente relacionados y que probablemente son una nueva familia de

plasmidos.

Segun la informacion disponible en el GenBank, las cepas de P. aeruginosa y de
los otros géneros portadoras de plasmidos similares a pPE52IMP fueron aisladas
de EE.UU. (principalmente), Brasil, Francia, Argentina y Japon, lo que indicaria que
estos plasmidos estan circulando en diferentes paises y actuando como vehiculos

para la diseminacion de genes de resistencia a antibioticos.

Los plasmidos estrechamente relacionados suelen tener un core denominado
"backbone" asociado a funciones especificas del plasmido, como la iniciacion de la
replicacion, la conjugacion y la estabilidad. Ademas, el “backbone” puede incluir
genes de virulencia y genes de resistencia a antibioticos y metales pesados que
confieren ventajas adaptativas a la bacteria (Norberg et al., 2011). En el analisis del
arbol filogenético, encontramos cuatro pladsmidos de cepas de P. aeruginosa y un
plasmido de una cepa reportada en el GenBank (que no fue incluido en el arbol
filogenético porque su RepA estaba trunca) que tienen el “backbone” similar al de
pPES2IMP. Ademas, los plasmidos tenian una region variable con genes de
resistencia a carbapenémicos tales como blaviv-s, blavim-7, blakec-2, y otros genes
codificantes de beta-lactamasas como blaoxa-779, blaoxa-732 y blaoxa-10 transportados

por integrones de clase 1y transposones.

Se han identificado plasmidos que poseen un “backbone” conservado en los cuales
se han insertado genes de resistencia a antibioticos en regiones conocidas como
hotspot; en algunos de estos plasmidos, el gen repA actia como hotspot (Bonnin et
al., 2013; Jain & Srivastava, 2013; Naas et al., 2013). En este estudio, los genes de
resistencia a antibioticos de los plasmidos analizados se encuentran insertados
entre phd y un gen resolvasa, por lo que podria ser un hotspot potencial para integrar
los genes de resistencia en este tipo de plasmidos, pero son necesarios mas

estudios.

Durante la busqueda de plasmidos en el GenBank, encontramos dos plasmidos que
tenian “backbone” similar a pPE52IMP en bacterias que no estan estrechamente
relacionadas con P. aeruginosa: el plasmido p138R de A. ruhlandii, y pSMC1 de S.
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marcescens, que portaban los genes aadAl, aac(6’)-Ib4, blacwy-s, y blaimp-1. Estos
resultados indican que los plasmidos pPE52IMP-like podrian ser de amplio rango
de hospedero (Jain & Srivastava, 2013), permitiendo la diseminacion de genes de
resistencia entre bacterias distintas a P. aeruginosa. Sin embargo, se necesitarian
experimentos de transformacion con bacterias receptoras de otros géneros para

confirmar el rango de hospedero de este tipo de plasmidos.

Curiosamente, las cepas PE112 y PE197 también acarrean un plasmido cuya
estructura es similar a pPE52IMP, excepto porque portan una variante diferente de
blaive (blaimp-s3). Por otro lado, las cepas PE21, PE151 y PE224 acarrean el mismo
plasmido pPE52IMP-like, pero integrados en el cromosoma. Estos portaron
integrones con los genes de resistencia aacA7, blamr-62, gacH, aacA4, aadAl,
blaoxa-2y aadAl (PE21), aacA4 (PE151) y blaces-9, aadAl, aadA6 y aacA4 (PE224).
Esto indica que el plasmido podria estar circulando entre las cepas del Hospital de
Puebla, y desempefiando un papel importante en la diseminacion de genes de
resistencia a antibitticos. Esto es reforzado por el hecho de que las cepas se
aislaron en diferentes afios y aun asi el plasmido continta siendo prevalente con el

paso del tiempo.

Se ha reportado que las bacterias pueden integrar a su cromosoma plasmidos que
portan funciones beneficiosas, como los genes de resistencia a antibiéticos, para
evitar la pérdida del plasmido durante la segregacion (Carroll & Wong, 2018). Estos
plasmidos se integran regularmente en sitios de genes de tRNA del cromosoma del
hospedero (Bi et al., 2016). Sin embargo, en este estudio los plasmidos integrados
no se encontraron flanqueados por tRNA, sino por secuencias relacionadas con
transposones. Sugiriendo la posibilidad de que podrian estar involucradas con la
integracion por recombinacion (Partridge et al., 2018). Hasta el momento sélo se ha
informado de un plasmido integrado en el cromosoma de P. aeruginosa, el pHS87b,
que alberga un integréon clase 1 con el gen aacA4, y que se integro en un sitio
tRNAT" gracias a la accion de una integrasa del fago P4 (Bi et al., 2016). La limitada

cantidad de informacién sobre este tema en P. aeruginosa, puede deberse a que la
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integracion de un plasmido es un evento poco comun y como resultado, no ha sido

ampliamente estudiado.

Ademas de estos plasmidos, las cepas PE21, PE83, PE112, PE151, PE197 y
PE224 tuvieron otros elementos genéticos moéviles portando genes de resistencia a
antibioticos. PE21 tuvo un megaplasmido con blaces-32. PE112 y PE197 portaron
una ICE putativa con blap-1s y un fago-plasmido. Por ultimo, PE151 y PE224
tuvieron un transposon Tn610 portando blamp-99 ¥ un plasmido sin genes de

resistencia.

El megaplasmido de PE21 fue nombrado pPE21GES-32. Su estructura es similar a
la del plasmido pOZ176 que pertenece al IncP-2 (Xiong et al., 2013). Sin embargo,
tiene algunas diferencias, la mas destacable es que porta los genes de resistencia
blaces-32, aacA33, aadAl, aph(3’)-l, aph(6)-Id y aph(3’)-VIl, en comparacion con
pOZ176 que codifica los genes de resistencia blaip-o y aacA4. Igualmente, el gen
repA-IncP2 no fue encontrado en pPE21GES-32, pero tiene una replicasa que es
similar a la de plasmidos tipo IncQ. El replicon de los plasmidos tipo IncQ consta de
3 genes, repA que es una helicasa, repB que es una primasa y repC que es una
proteina de unién a ADN especifica de iteron (Rawlings & Tietze, 2001), siendo esta
dltima la anica encontrada en pPE21GES-32.

Un hallazgo interesante en la estructura de pPE21GES-32 es que porta una bomba
de eflujo MexCD-OprJ, involucrada en la resistencia a aminoglucésidos (Cazares et
al., 2020). Esta bomba es regulada por nfxB, que cuando adquiere mutaciones
produce la sobreexpresion de MexCD-OprJ (Jamal et al., 2023). Sin embargo, en
este plasmido el regulador se encuentra ausente. Es importante mencionar que los
genes que codifican MexCD-OprJ también se encontraron en el cromosoma de la
cepa PE21, pero se desconoce si nfxB puede actuar en trans. Por otro lado, la
estructura de pPE21GES-32 también fue similar a la de los plasmidos incluidos en
un linaje de plasmidos IncP-2 asociados con la diseminacion de blavpe-45 (Zhang et
al., 2021) y a plasmidos reportados en especies no aeruginosa (P. citronellolis, P.
koreensis) (Cazares et al., 2020). Sugiriendo que plasmidos similares son
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ampliamente distribuidos y relacionados con la diseminacibn de genes de

resistencia a antibioticos.

En la cepa PE83 identificamos la secuencia parcial de dos plasmidos similares a
pPE21GES-32 y pPES2IMP. Esto es debido a que usamos secuenciacion de
lecturas cortas lllumina que generd un ensamble con multiples contigs que impidié
la localizacién de los genes de resistencia blave-62 y blaces-26. Para resolver este
problema, se puede llevar a cabo una nueva secuenciacion del genoma utilizando
tecnologias de secuenciacion de lecturas largas, como minlON y PacBio, con el fin

de generar un ensamble hibrido.

Los plasmidos de las cepas PE151 y PE224 se les denominaron pPE151 y pPE224,
respectivamente. Estos cuentan con modulos de replicacion, estabilidad y
transferencia y un contenido de GC de 57.9% que es similar a lo reportado en otros
plasmidos de P. aeruginosa (de 45,8% a 63,8%) (Shintani et al., 2015). Sin
embargo, algo a destacar es su sistema de conjugacion de plasmidos Incl1, el cual
codifica tanto un pilus conjugativo grueso y rigido como un pilus delgado vy flexible
(Foley et al., 2021). El pilus grueso es esencial para la transferencia tanto en medio
liguido como en superficies, mientras que el pilus delgado sélo es necesario para la
conjugacion en medio liquido (Yoshida et al., 1999). No obstante, algunos genes
estan ausentes en la maquinaria del pilus grueso como traABCDEFGXVSRQPLKJ,
trbAB y nikAB. TrbA es una proteina del complejo de acoplamiento del SST4, trbB
es una disulfito isomerasa (Sampei et al., 2010), traB y traC codifican proteinas
esenciales para la transferencia conjugativa en medios liquidos y sélidos (Foley et
al., 2021), traA facilita la activacion de traBC (Poidevin et al., 2018), traQ forma el
apéndice el pilus, traP forma un multimero con traO. Igualmente, traK es esencial
para la funcién del sistema de secrecion tipo 4, NikA es una proteina de unién a oriT
y nikB es una relaxasa (Foley et al., 2021), por mencionar sélo algunos genes que
tienen funciones importantes en la transferencia conjugativa. Por otro lado, los
genes pilSUVKQSJ estuvieron ausentes en el pilus delgado y flexible. pilS codifica
una prepilina mayor, pilV una prepilina menor (adhesina) y pilQ es una ATPasa

(Foley et al., 2021), por mencionar algunos. Basado en el analisis bioinformatico,
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podriamos inferir que los pldsmidos pPE151 y pPE224 no son conjugativos. Sin

embargo, se requieren experimentos de conjugacion para corroborarlo.

Igualmente, es importante destacar que, si bien los plasmidos pPE151 y pPE224 no
portan genes de resistencia a antibioticos, recientemente se reporté un plasmido
con estructura similar (p201330-IMP) que acarrea la carbapenemasa blamp-1
(GenBank: MN961671.1) en una cepa de P. aeruginosa. Lo anterior resalta la
importancia de continuar con la vigilancia de este pldsmido, ya que existe la
posibilidad de que adquiera genes de resistencia en el futuro y contribuir a su

diseminacién dentro del entorno hospitalario.

Los integrones clase 1 han sido asociados con varias secuencias de insercion como
IS6100 (Jeon et al., 2023). 1S6100 pertenece a la familia 1S6/IS26, que desempefia
un papel importante en la propagacion de genes de resistencia a antibioticos y se
considera de gran relevancia clinica (Harmer & Hall, 2019). En las cepas PE151 y
PE224 también encontramos la blamp-99 dentro de un integrén clase 1, el cual esta
flanqueado por 1S6100 que forma parte de un transposén Tn610. Aunque 1S6100
se identifico por primera vez en Mycobacterium fortuitum, también se ha reportado
codificada en plasmidos en otras bacterias como Arthrobacter sp y P. aeruginosa
(Varani et al., 2021).

El intercambio genético por elementos genéticos moviles como fagos y plasmidos
ha sido ampliamente estudiado. Sin embargo, existen otros elementos que también
ayudan a la diseminacién de genes y que son menos estudiados, como los fago-
plasmidos. Estos son fagos temperados que se transfieren horizontalmente como
virus, pero permanecen y se replican dentro de la bacteria como plasmidos (Pfeifer
et al., 2022). En este estudio, encontramos que las cepas PE112 y PE197 tienen un
fago-plasmido de 35,922 pb. Su estructura esta compuesta de genes de plasmido
como higA/higB, parA, merPTR, pero no pudimos detectar parB y genes de
replicacion. Esto no es raro, ya que es consistente con un estudio donde
encontraron que algunos fagos-plasmidos codifican al menos un parA y otros no
tuvieron sistemas de replicacion, sugiriendo que usan mecanismos de replicacion

aun desconocidos (Pfeifer et al., 2021). La parte restante de la estructura es un fago
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completo de aproximadamente 32 kb, que porta genes homdlogos a los de fagos
P2, lambda y Mu. No obstante, su secuencia no se asemeja a la de ningun fago
previamente reportado, sugiriendo la posibilidad de que se trate de un fago nuevo.
Por otro lado, es importante destacar que el tamafio de este fago-plasmido es similar
al tamafo de la banda observada con PFGE-S1, lo que refuerza el hallazgo del
fago-plasmido de manera extracromosomica. Sin embargo, para confirmarlo se

requiere realizar un southern-blot con sondas especificas para el fago.

Aunque los fago-plasmidos de PE112 y PE197 no fueron portadores de genes de
resistencia, se han encontrado fago-plasmidos que codifican genes de resistencia
como blanom-1, blakec (tipo 2, 3, 4 y 33), mcr, entre otros (Pfeifer et al., 2022).
Sugiriendo que existe la posibilidad de que puedan adquirir genes de resistencia y

contribuir a su diseminacion dentro del entorno hospitalario.

Como podemos observar encontramos diferentes variantes de blave en las cepas
circulantes en el Hospital de Puebla, como blamp-1s, blaive-ss, blaimpe-s3 y la nueva
variante blamp-99, que son derivadas de blamp-18 y, blave-62 que deriva de blavp-1s.
Esta variabilidad de beta-lactamasas puede deberse a la fuerte presion de seleccién
ejercida por los antimicrobianos, que resulta en numerosas familias y subfamilias,
asi como multiples variantes (Salahuddin & Khan, 2014). Estas mutaciones pueden
causar un cambio estructural de la enzima ocasionando diferencias importantes en
las propiedades bioquimicas, los espectros del sustrato, los perfiles de inhibicion vy,
como consecuencia, a los fenotipos de resistencia (Gniadkowski, 2008). Es por lo
anterior, que debemos mantener la vigilancia de las variantes de carbapenemasas
y estudiar si hay cambios importantes en su espectro de hidrdlisis, y el estudio de

los elementos que las transfieren.
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9. CONCLUSION

Al realizar el analisis filogenético de genomas de un hospital mexicano y del
GenBank de diferentes nichos, observamos que los genomas se agrupan de
acuerdo con la secuencia tipo y no a su origen de aislamiento. Pero se muestran
notables diferencias en el contenido de genes de resistencia, elementos genéticos
moviles y genes de virulencia en funcion del nicho ecoldgico de las cepas.
Destacando la presencia de genes involucrados en la adaptacion al medio ambiente
en los genomas ambientales y la presencia de mutaciones de genes relacionados
a la resistencia a los antibioticos, en contraste con los genomas clinicos que no
portan esos genes de adaptacion y portan en su mayoria genes de resistencia
acarreados en elementos genéticos moviles y movilizables presentes en el
cromosoma. En contraste con las cepas del hospital poblano donde se destaca la
presencia de plasmidos acarreando genes de resistencia. En el caso del viruloma
se muestra la presencia de exoS en genomas urinarios y exoU y pldA en esputo.
Por otro lado, reportamos que las cepas del hospital poblano acarrean plasmidos
y/o plasmidos integrados en el cromosoma y fagos-plasmidos. Donde destacamos
la caracterizacion del primer plasmido albergando blamess (pPE52IMP) que
pertenece a una nueva familia de plasmidos descrita en este trabajo que acarrean

genes de resistencia con la misma RepA y similar backbone.
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10. PERSPECTIVAS

e Caracterizar bioinformatica y experimentalmente los fago-plasmidos de las
cepas PE112 y PE197.

e Buscar los sitios de integracion al cromosoma de los plasmidos integrados de
las cepas PE21, PE151 y PE224.

e Corroborar que el fago-pladsmido es extracromosomico mediante experimentos
de southern-blot con sondas especificas.

e Determinar si los plasmidos pPE151 y pPE224 son conjugativos mediante
experimentos de conjugacion.

e Determinar el espectro de accion de la nueva variante blamp-go.

e Secuenciar con minlON el genoma de la cepa PE83 para continuar con la
caracterizacion de los plasmidos.

e Determinar si kfrA pudiera estar implicado en el proceso de segregacion de
plasmidos pPE52IMP-like.
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12. ANEXOS

Anexos de resultados
Anexo figura |. Secuencia y alineamiento de blave de la cepa PE112.

Secuencia de nucleétidos
ATGAAAAAATTATTTGTTTTATGTGTATTCTTCCTTTGCAACATTGCTGCTGCAGATGATTCTTTG
CCTGATTTAAAAATTGAGAAGCTTGAAAAAGGCGTTTATGTTCATACTTCGTTTGAAGAAGTTAA
AGGTTGGGGTGTAGTCACAAAACACGGTTTAGTGGTTCTTGTAAAGAATGATGCTTATCTGATA
GATACTCCAATTACCGCTAAAGATACTGAAAAATTAGTTAATTGGTTTATTGAGCACGGCTATAG
AATCAAAGGCAGTATTTCCACACATTTCCATGGCGACAGTACGGCTGGAATAGAGTGGCTTAAT
TCTCAATCTATCTCCACGTATGCCTCTGAATTAACAAATGAACTTCTAAAAAAAGACAATAAGGT
GCAAGCTACAAATTCTTTTAGTGGAGTTAGTTATTCACTTATCAAAAACAAAATTGAAGTTTTCTA
TCCAGGTCCAGGACACACTCAAGATAACGTAGTGGTTTGGTTACCTGAAAAGAAAATTTTATTC
GGTGGTTGCTTTGTTAAACCGGACGGTCTTGGAAATTTAGGGGATGCAAATTTAGAAGCTTGG
CCAAAGTCCGCTAAAATATTAATGTCTAAATATGGTAAAGCAAAACTGGTTGTTTCAAGTCATAG
TGAAATTGGAAACGCATCACTCTTGCAGCGCACATGGGAGCAGGCTGTTAAAGGGTTAAATGA
AAGTAAAAAACCGTTACAGCCAAGTAGCTAA

Secuencia de aminoacidos
MKKLFVLCVFFLCNIAAADDSLPDLKIEKLEKGVYVHTSFEEVKGWGVVTKHGLVVLVKNDAYLIDT
PITAKDTEKLVNWFIEHGYRIKGSISTHFHGDSTAGIEWLNSQSISTYASELTNELLKKDNKVQATNS
FSGVSYSLIKNKIEVFYPGPGHTQDNVVVWLPEKKILFGGCFVKPDGLGNLGDANLEAWPKSAKIL
MSKYGKAKLVVSSHSEIGNASLLQRTWEQAVKGLNESKKPLQPSS

Alineamiento con IMP-83
Comparte 100% de identidad con IMP-83

PE112 MKKLFVLCVFFLCNIAAADDSLPDLKIEKLEKGVYVHTSFEEVKGWGVVTKHGLVVLVKN 60

IMP-83 MKKLFVLCVFFLCNIAAADDSLPDLKIEKLEKGVYVHTSFEEVKGWGVVTKHGLVVLVKN 60
kkhkkhkkhkkhkkhhkkhkhkhhkkhhkhhhhkhhkhhkhhkhhhhkhhhhkhhkhhkhhkrhkrhkhhkrhkrhkrhkrkhkrhkrrkrxkxkx*x

PE112 DAYLIDTPITAKDTEKLVNWFIEHGYRIKGSISTHFHGDSTAGIEWLNSQSISTYASELT 120

IMP-83 DAYLIDTPVTAKDTEKLVNWFIEHGYRIKGSISTHFHGDSTAGIEWLNSQSISTYASELT 120
*‘k******:‘k*‘k*‘k*‘k***********‘k*‘k******************************

PE112 NELLKKDNKVQATNSFSGVSYSLIKNKIEVEFYPGPGHTQDNVVVWLPEKKI LEGGCFVKP 180

IMP-83 NELLKKDNKVQATNSFSGVSYSLIKNKIEVFYPGPGHTQDNVVVWLPEKKILFGGCFVKP 180
kkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhhkkhkhhhhhkhhkhhkhhhhkhhkhhkhhkrhkhhkhhkrhkhhkhhkrhkrrkrkhkrkhkrrkrxkrkrxkxx*x

PE112 DGLGNLGDANLEAWPKSAKILMSKYGKAKLVVSSHSEIGNASLLQRTWEQAVKGLNESKK 240

IMP-83 DGLGNLGDANLEAWPKSAKILMSKYGKAKLVVSSHSEIGNASLLQRTWEQAVKGLNESKK 240
kkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhhkkhhhhkhhkhhhhhhkhhhhkhhrhkhhkhhkrhkrhkhhkrhkrhkrkhkrkhkrkrkrxrkrxkxx*x

PE112 PLQPSS 246

TMP-83 PLQPSS 246

* ok Kk k kK
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Anexo figura Il. Secuencia y alineamiento de blaie de la cepa PE201.

Secuencia de nucleétidos
GCGTTTATGTTCATACTTCGTTTGAAGAAGTTAAAGGTTGGGGTGTAGTCACAAAACACGGTTT

AGTGGTTCTTGTAAAGAATGATGCTTATCTGATAGATACTCCAATTACCGCTAAAGATACTGAAA
AATTAGTTAATTGGTTTATTGAGCACGGCTATAGAATCAAAGGCAGTATTTCCACACATTTCCAT
GGCGACAGTACGGCTGGAATAGAGTGGCTTAATTCTCAATCTATCTCCACGTATGCCTCTGAAT
TAACAAATGAACTTCTAAAAAAAGACAATAAGGTGCAAGCTACAAATTCTTTTAGTGGAGTTAGT
TATTCACTTATCAAAAACAAAATTGAAGTTTTCTATCCAGGTCCAGGACACACTCAAGATAACGT
AGTGGTTTGGTTACCTGAAAAGAAAATTTTATTCGGTGGTTGCTTTGTTAAACCGGACGGTCTT

GGAAATTTAGGGGACGCAAAT

Secuencia de aminoacidos
VYVHTSFEEVKGWGVVTKHGLVVLVKNDAYLIDTPITAKDTEKLVNWFIEHGYRIKGSISTHFHGDS
TAGIEWLNSQSISTYASELTNELLKKDNKVQATNSFSGVSYSLIKNKIEVFYPGPGHTQDNVVVWLP
EKKILFGGCFVKPDGLGNLGDAN

Alineamiento con IMP-18 e IMP-56
Comparte 100% de identidad con las 2 variantes, ya que la secuenciacion no cubre el cambio de

aminoacido que distingue a las variantes. Esta cepa no fue secuenciada mediante minlON.

imp-56
imp-18
PE201

imp-56
imp-18
PE201

imp-56
imp-18
PE201

imp-56
imp-18
PE201

imp-56
imp-18
PE201

MKKLFVLCVFFLCNIAAADDSLPDLKIEKLEKGVYVHTSFEEVKGWGVVTKHGLVVLVKN
MKKLFVLCVFFLCNIAAADDSLPDLKIEKLEKGVYVHTSFEEVKGWGVVTKHGLVVLVKN
————————————————————————————————— VYVHTSFEEVKGWGVVTKHGLVVLVKN

dhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkrhkkhkhkhkhkhkkhkxkkx*

DAYLIDTPITAKDTEKLVNWEIEHGYRIKGSISTHFHGDSTAGIEWLNSQSISTYASELT
DAYLIDTPITAKDTEKLVNWEIEHGYRIKGSISTHFHGDSTAGIEWLNSQSISTYASELT
DAYLIDTPITAKDTEKLVNWEIEHGYRIKGSISTHFHGDSTAGIEWLNSQSISTYASELT

KA A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A AR A AR AR AR A A AR AR AR A AR A XKk

NELLKKDNKVQATNSFSGVSYSLIKNKIEVEFYPGPGHTQDNVVVWLPEKKILEGGCEFVKP
NELLKKDNKVQATNSEFSGVSYSLIKNKIEVEYPGPGHTQDNVVVWLPEKKILEGGCEVKP
NELLKKDNKVQATNSFSGVSYSLIKNKIEVEFYPGPGHTQDNVVVWLPEKKILEGGCEFVKP

KA AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A I A A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR A AR AR A XKk

DGLGNLGDANLEAWPKSAKILMSKYGKAKLVVSGHSEIGNASLLORTWEQAVKGLNESKK
DGLGNLGDANLEAWPKSAKILMSKYGKAKLVVSSHSEIGNASLLORTWEQAVKGLNESKK
DGLGNLGDAN—— = = = = = = o o

* ok ok k ok ok ok ok ok ok

PLQPSS 246
PLQOPSS 246
—————— 157

60
60
27

120
120
87

180
180
147

240
240
157

159



Anexo figura lll. Secuencia y alineamiento de la nueva variante de blaive de la cepa
PE151.

Secuencia de nucleétidos

*El triplete en negritas es la serina que cambia
ATGAAAAAATTATTTGTTTTATGTGTATTCTTCCTTTGCAACATTGCTGCTGCAGATGATTCTTTG
CCTGATTTAAAAATTGAGAAGCTTGAAAAAGGCGTTTATGTTCATACTTCGTTTGAAGAAGTTAA
AGGTTGGGGTGTAGTCACAAAACACGGTTTAGTGGTTCTTGTAAAGAATGATGCTTATCTGATA
GATACTCCAAGTACCGCTAAAGATACTGAAAAATTAGTTAATTGGTTTATTGAGCACGGCTATA
GAATCAAAGGCAGTATTTCCACACATTTCCATGGCGACAGTACGGCTGGAATAGAGTGGCTTA
ATTCTCAATCTATCTCCACGTATGCCTCTGAATTAACAAATGAACTTCTAAAAAAAGACAATAAG
GTGCAAGCTACAAATTCTTTTAGTGGAGTTAGTTATTCACTTATCAAAAACAAAATTGAAGTTTT
CTATCCAGGTCCAGGACACACTCAAGATAACGTAGTGGTTTGGTTACCTGAAAAGAAAATTTTA
TTCGGTGGTTGCTTTGTTAAACCGGACGGTCTTGGAAATTTAGGGGATGCAAATTTAGAAGCTT
GGCCAAAGTCCGCTAAAATATTAATGTCTAAATATGGTAAAGCAAAACTGGTTGTTTCAAGTCAT
AGTGAAATTGGAAACGCATCACTCTTGCAACGCACATGGGAGCAGGCTGTTAAAGGGTTAAAT
GAAAGTAAAAAACCGTTACAGCCAAGTAGCTAA

Secuencia de aminoacidos
MKKLFVLCVFFLCNIAAADDSLPDLKIEKLEKGVYVHTSFEEVKGWGVVTKHGLVVLVKNDAYLIDT
PSTAKDTEKLVNWFIEHGYRIKGSISTHFHGDSTAGIEWLNSQSISTYASELTNELLKKDNKVQATN
SFSGVSYSLIKNKIEVFYPGPGHTQDNVVVWLPEKKILFGGCFVKPDGLGNLGDANLEAWPKSAKIL
MSKYGKAKLVVSSHSEIGNASLLQRTWEQAVKGLNESKKPLQPSS

Alineamiento con IMP-83
Comparten 94/95 (98.95) de identidad

PE151-IMP MKKLEVLCVFFLCNIAAADDSLPDLKIEKLEKGVYVHTSFEEVKGWGVVTKHGLVVLVKN 60
IMP-83 MKKLEFVLCVFFLCNIAAADDSLPDLKIEKLEKGVYVHTSFEEVKGWGVVTKHGLVVLVKN 60
e ok ok kK Kk kK ok ok kK K Kk ok ok ok ok ok ko ko ok ok ok ok kK ko ok ok ok K Kk ko ok ok ok K kK ok ok Kk
PE151-IMP DAYLIDTPSTAKDTEKLVNWFIEHGYRIKGSISTHFHGDSTAGIEWLNSQSISTYASELT 120
IMP-83 DAYLIDTPVTAKDTEKLVNWFIEHGYRIKGSISTHFHGDSTAGIEWLNSQSISTYASELT 120

KAKRKAKRAKXN A A KA AR A AR A AR AR AR AR A AR AR A AR A A A AR AR A A A A AR AR A AR A AR Ak kK

PE151-IMP NELLKKDNKVQATNSFSGVSYSLIKNKIEVFYPGPGHTODNVVVWLPEKKILFGGCFVKP 180

IMP-83 NELLKKDNKVQATNSFSGVSYSLIKNKIEVFYPGPGHTODNVVVWLPEKKILFGGCFVKP 180
hAhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhhkhhkhrhkhkhkhkhkhhkhkhkhrhhkkhhhkhhkkhhkhrhkhkkhkhhrhhkkhkhkrhkhkkhkhhrhhkkhhkxkhk*k

PE151-IMP DGLGNLGDANLEAWPKSAKILMSKYGKAKLVVSSHSEIGNASLLQRTWEQAVKGLNESKK 240

IMP-83 DGLGNLGDANLEAWPKSAKILMSKYGKAKLVVSSHSEIGNASLLORTWEQAVKGLNESKK 240
hAhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhhkhkhkhrhkhkhkhkhhhkhkhkhrhkhkkhhkhhhkkhhkhrhhkkhhkhrhhkkhkhkrhkhkkhkhhrhhkkhhxhk*k

PE151-IMP PLOPSS 246

IMP-83 PLQPSS 246

Kk ok ok kk

Comparte 98.95% de identidad con las variantes IMP-83, 56, 18, 49, 75y 71

IMP-49 MKKLEFVLCVFFLCNIAAADDSLPDLKIEKLEKGVYVHTSFEEVKGWGVEFTKHGLVVLVKN 60
IMP-56 MKKLFVLCVFFLCNIAAADDSLPDLKIEKLEKGVYVHTSFEEVKGWGVVTKHGLVVLVKN 60
PE151-IMP MKKLEFVLCVEFFLCNIAAADDSLPDLKIEKLEKGVYVHTSFEEVKGWGVVTKHGLVVLVKN 60
IMP-83 MKKLFVLCVFFLCNIAAADDSLPDLKIEKLEKGVYVHTSFEEVKGWGVVTKHGLVVLVKN 60
IMP-18 MKKLEFVLCVEFFLCNIAAADDSLPDLKIEKLEKGVYVHTSFEEVKGWGVVTKHGLVVLVKN 60
IMP-75 MKKLFVLCVFFLCNIAAADDSLPDLKIEKLEKGVYVHTSFEEVKGWGVFAKHGLVVLVKN 60
IMP-71 MKKLEFVLCVFFLCNIAAADDSLPDLKIEKLEKGVYVHTSFEEVKGWGVFAKHGLVVLVKN 60
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IMP-49
IMP-56
PE151-IMP
IMP-83
IMP-18
IMP-75
IMP-71

IMP-49
IMP-56
PE151-IMP
IMP-83
IMP-18
IMP-75
IMP-71

IMP-49
IMP-56
PE151-IMP
IMP-83
IMP-18
IMP-75
IMP-71

IMP-49
IMP-56
PE151-IMP
IMP-83
IMP-18
IMP-75
IMP-71

R R I b S b b SE S b I Sb b I SR S b S db b b b S b S Sb 2 S b b S R S db S Sb b b 3h b S 2 3 ek kK ok kkkkkk

DAYLIDTPITAKDTEKLVNWEFIEHGYRIKGSISTHFHGDSTAGIEWLNSQSISTYASELT
DAYLIDTPITAKDTEKLVNWEIEHGYRIKGSISTHFHGDSTAGIEWLNSQSISTYASELT
DAYLIDTPSTAKDTEKLVNWEFIEHGYRIKGSISTHFHGDSTAGIEWLNSQSISTYASELT
DAYLIDTPVTAKDTEKLVNWEIEHGYRIKGSISTHFHGDSTAGIEWLNSQSISTYASELT
DAYLIDTPITAKDTEKLVNWEFIEHGYRIKGSISTHFHGDSTAGIEWLNSQSISTYASELT
DAYLIDTPITAKDTEKLVNWEFIEHGYRIKGSISTHFHGDSTAGIEWLNSQSISTYASELT
DAYLIDTPITAKDTEKLVNWEFIEHGYRIKGSISTHFHGDSTAGIEWLNSQSISTYASELT

KAKKAAKNFIAKRN A A A AR A A A A A A AR AR AR A A A A AR A IA A A A A AN AR AR A A AR A AR A A ARk kK

NELLKKDNKVQATNSEFSGVSYSLIKNKIEVEYPGPGHTQDNVVVWLPEKKILEGGCEVKP
NELLKKDNKVQATNSFSGVSYSLIKNKIEVEYPGPGHTQDNVVVWLPEKKILFGGCEVKP
NELLKKDNKVQATNSEFSGVSYSLIKNKIEVEYPGPGHTQDNVVVWLPEKKILEGGCEVKP
NELLKKDNKVQATNSFSGVSYSLIKNKIEVEYPGPGHTQDNVVVWLPEKKILFGGCEVKP
NELLKKDNKVQATNSEFSGVSYSLIKNKIEVEYPGPGHTQDNVVVWLPEKKILEGGCEVKP
NELLKKDNKVQATNSFSGVSYSLIKNKIEVEYPGPGHTQDNVVVWLPEKKILFGGCEVKP
NELLKKDNKVQATNSEFSGVSYSLIKNKIEVEYPGPGHTQDNVVVWLPEKKILEGGCEVKP

Ak hkhkhkhkhhkhkhkhhkhhkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkhkrhhkrkkhkkhhxrkxk

DGLGNLGDANLEAWPKSAKILMSKYGKAKLVVSSHSEIGNASLLORTWEQAVKGLNESKK
DGLGNLGDANLEAWPKSAKILMSKYGKAKLVVSGHSEIGNASLLORTWEQAVKGLNESKK
DGLGNLGDANLEAWPKSAKILMSKYGKAKLVVSSHSEIGNASLLORTWEQAVKGLNESKK
DGLGNLGDANLEAWPKSAKILMSKYGKAKLVVSSHSEIGNASLLORTWEQAVKGLNESKK
DGLGNLGDANLEAWPKSAKILMSKYGKAKLVVSSHSEIGNASLLORTWEQAVKGLNESKK
DGLGNLGDANLEAWPKSAKILMSKYGKAKLVVPSHSEIGNASLLORTWEQAVKGLNESKK
DGLGNLGDANLEAWPKSAKILMSKYGKAKLVVSSHSEIGNASLLORTWEQAVKGLNESKK

hhkrkhkhkhkhkhkhkhkhkhkrhkkhkrhkkhkrkhkkhkrkhkhkkhkkhkxk khkrhkhkhkhkhkhkkrhkkhkrhkkrxkkhkkhkkk*xk

PLOPSS 246
PLQPSS 246
PLOPSS 246
PLQPSS 246
PLOPSS 246
PLQOPSS 246
PLOPSS 246

* Kk k ok Kk Kk

120
120
120
120
120
120
120

180
180
180
180
180
180
180

240
240
240
240
240
240
240
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Anexo figura IV. Reporte de calidad de los Drafts de las cepas PE21, PE52, PE63
y PE83 generados con QUAST.

Report

P21 metaersamole M52 mataonsamble PE6I metaensamble PA) metaensamble
# contigs (»= 0 bp) 02 49 27 10%
# contign (»= 1000 bpl W 19 5 k0
@ contgs == 5000 bo) o % 4 L
# contigs [»= 10000 to) 5 n 2 61
# contign [»= 25000 bo) 50 18 21 51
@ contigs [>= 50000 bp) M 15 17 M
Tota! length (>= 0 bp) 7300568 8402 6236071 7343505
Total length (>= 1000 bp) 182y 6701080 6235157 7336079
Tota! length (»= 5000 bp) 7114606 6752122 6222077 7268340
Total length (»= 10000 bp| 127m 6721500 6221116 7215409
Total length (> = 25000 bp) nina 6639948 0207433 1015622
Total length (>« 50000 bpl 633919 6520713 6095578 6521432
@ cantys 101 a7 % 103
Largest contiyg sinn 149798 21706 53N
Total length 73800 6706%% 6215654 1342540
G (W) 83 47 .14 657 655
NSO 1991 GORN0Y 400094 9y
NTS 1159 207215 261138 101856
L0 1 ‘ 5 i1
LS 23 L} % 24
@ N's per 100 ebp 000 on co0 000

All statistics are based on contigs of size >= 500 bp, unless otherwise noted
(e.g., "# contigs (>= 0 bp)" and "Total length (>= 0 bp)" include all contigs).
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Anexo figura V. Dendrograma generado a partir del genoma core de cepas de P.

aeruginosa.
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Los nombres de las cepas se colorearon segun la fuente de aislamiento. Amarillo: cepas urinarias;
Naranja: cepas de esputo; Verde: cepas ambientales; Rosa: Cepas mexicanas; Gris: Cepas de
referencia. El archivo newick de Roary fue visualizado con iTOL.
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Anexo figura VI. Arbol filogenético basado en secuencias concatenadas del MLST
de genomas de P. aeruginosa.

’ | 1 | L Y TRTEY

M ST 2x

+ 4 4 4 I
T T T 1 T T T T

El dendrograma se construy6 con MEGA 11 utilizando el algoritmo UPGMA. Las distancias se indican
en la escala de la parte inferior. Los nhombres de las cepas se colorearon segun la fuente de
aislamiento. Amarillo: cepas urinarias; Naranja: cepas de esputo; Verde: cepas ambientales; Rosa:
Cepas mexicanas; Gris: Cepas de referencia. El archivo newick de Roary fue visualizado con iTOL.
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Anexo tabla l.

Caracteristicas de los plasmidos incluidos en el arbol filogenético de las proteinas RepA.

Nombre del . Tamafio Genes de . - Grupo de
L Cepa No. de acceso Pais . ) Replicasa Familia . o
plasmido (pb) resistencia incompatibilidad
PriCT-1
unnamedl AR_0353 NZ_CP027173.1 - 41,559 blages RepA ; ND
superfamily
Rep_3
unnamedl AR_0356 NZ_CP027168.1 - 57,053 blakpc 2 RepA . ND
superfamily
aadAls, tet(G), Rep_3
unnamed?2 AR_0356 NZ_CP027170.1 438,531 gacEA1, aac(6)-1b4 RepA superfamily ND
aac(6')-1b4, aadA1l6, Rep_3
unnamed3 AR441 NZ_CP029094.1 438,529 tet(G), sull, gacEA1 RepA superfamily ND
. HTH
pl C79 NZ_CP040685.1 China 40,180 blakpc-2 RepA . IncP-6
superfamily
pF092021-2 F092021 NZ_CP081289.1 China: Henan 32,558 aac(6’)-1l, blap.10 RepA Rep_3 ND
superfamily
unnamed1 P8W CP081478.1 China: Tianjin 232,884 sult, chA,,G’ gack, RepA Rep_3_ ND
ant(2”)-la superfamily
aac(6’)-Ib4, aac(6’)-
Guangzhou b4, aac(6)-Iba, Rep_3
pOZ176 PA96 NC_022344.1 gzhou, 500,839 aph(3)-I1, sull, RepA P IncP-2
China superfamily
catB8a, blaoxa-1o,
b|a|Mp.g, qaCEAl
_ HTH
pPMATVIM-7 P07-406 AM778842.1 USA: Texas 24,179 blayim-7 RepA . ND
superfamily
pNOR-2000 coL-1 NC_020452.1 Francia 21,880  JaCEAT, sult, blavw. RepA Rep_3 ND
2 superfamily
. HTH
pCOL-1 ST308 NC_022346.1 Colombia 31,529 blakpc-2 RepA . IncP-6
superfamily
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aac(6’)-1b3, aph(6)-
Id, aph(3”)-Ib,

unnamed FDAARGOS_570 CP033834.1 USA 36,032 aac(6)-1b3, sull, RepA HTH ND
blaoxa-10, blaviu-s, superfamily
blaoxa-10, qacEA1,
cmx
. HTH
p10265-KPC 10265 NZ_KU578314.1 China 38,939 blarem, blakpc-2 RepA superfamily IncP-6
aac(6’)-Ib4, aac(3)-
la, aac(6’)-ll, aph(6)- Rep 3
pCB58 - NZ_KY630469.1 Porto, Portugal 32,207 Id, aph(3”)-Ib, RepA o ND
superfamily
qaCEA1, SUI1, bla\nM.
2
aadA1, aac(6’)-1b4, Rep 3
pAMBL2 PAO1 NZ_KP873171.1 Madrid 24,133 sull, blaym-1, blaviv- RepA P_ . ND
superfamily
1, bla\/"w.j_, qacEAl
aac(6’)-l, aac(3)-la, Rep_3
pJB37 FFU NA P_PS_37 NZ_KY494864.1 Porto, Portugal 464,804  aac(6)-Ib4, qacEAL, RepA - IncP-2
superfamily
SUIl, bIaV|M.2
sul1, aac(6)-ll,
pD5170990 D5170990 KX169264.1 Brasil 32424  3PP(3)-1b, aph(6)- RepA HTH ND
Id, gacEA1, cmx, superfamily
blakpc-2
msr(E), armA,
aph(3’)-la, aac(6’)-
b4, ARR-2, mph(E), COG5527
p243931-IMP 243931 NZ_MN208062.1 China; Zhejiang 392,046 qnrVCi, sull, RepAcin superfamil ND
dfrA22, tet(C), P y
blaoxa-1, blamp.ss,
gacEAl, catB3
catB3, qacEA1,
aac(6’)-lla, aac(6’)-
lla, aac(6’)-lb, AAA 25
p60503-DIM 60503 NZ_MN208063.1 China: Beijing 407,628 aph(3”)-lb, aadAl, RepA ATPase ND

aph(6)-ld, gnrVvCe,
sull, dfrAl, dfrB,
blaoxa-a, blapm
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aac(6’)-1b4, aac(6’)-

pJB35 - NZ_MF168945.1 Portugal 31,166 Il, gacEAL, sull, RepA Rep_3_ ND
blavns superfamily
dfrA1, sull, aadA22, Rep 3
pCOOP-101 PAcoop101 NZ_MF141039.1 Reino Unido 26,108 aac(6’)-ll, gaceAl, RepA o ND
blauma superfamily
cmlA1, qacEAT, PHCT-1
pOXA-198 PA41437 NZ_MG958650.1 Francia 48,978 sull, blaoxa-1ss, RepA . ND
aac(6)-| superfamily
. PriCT-1
pPA2047 2047 NZ_MNO082782.1 Argentina 43,660 blakpc-2 RepA superfamily ND
aac(6’)-Ib, qacEA1, Rep_3
pTROUS1 163940 NZ_MKO047610.1 Francia 42,035 sull, blaoxa-1e, blame- RepA supen‘;mily ND
63
aac(6’)-1b3, aac(6’)-
Ib3, aph(6)-Id, HTH
pMRVIMO0713 MRSN17623 KP975076.1 USA 36,032 aph(3”)-1b, sull, RepA superfamil ND
blaoxa-10, blaviv.s, P Y
qacEA1, cmx
pNK546b NK546 NZ_MN583270.1 China: Tianjin 232,884  Sull, 9aCE, cmlAG, RepA Rep_3. IncP-7
ant(2”)-la superfamily
msr(E), aph(3”)-Ib,
aph(6)-/d, aac(6’)-
b4, aac(6’)-1b, Rep 3
p1160-VIM 1160 NZ_MF144194.1 China 205,426 dfrA42, aadAl, RepA su er?;mil IncP-7
mph(E), ere(A), periamiy
gnrVCe, sull, blayy.
24, qacEA1, catB3
p2 ZPPH2 NZ_CP077987.1 China: 35,358 tet(A) RepA Rep_3 ND
Hangzhou superfamily
p4 ZPPH1 NZ_CP077992.1 China: 35,358 tet(A) RepA Rep_3 ND
Hangzhou superfamily
China: aac(6')-1bA, aac(6')- Rep 3
pFAHZU40-KPC FAHZU40 NZ_CP078008.1 ' 28,700 IbA, qnrVC4, cmiAS, RepA P_ . ND
Hangzhou superfamily

blarem-ic, blakpc-2
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Rep_3

PQZPH41-KPC QZPH41 NZ_CP064400.1 China: Quzhou 88,210 blawpc.2 RepA supertamily ND
aadAl0, aadA10,
aadA10, aadA10,
pPUV-1 NMI804/03 NZ_MT732179.1 Poland 489508 UACEAL sull, blav. RepA Rep_3. IncP-2
2, blavim-z, blaviv-2, superfamily

blao)(A.z, ant(Z’Q-Ia,
ant(2’)-la, ant(2’)-la
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ANEXOS DE PREPARACION DE SOLUCIONES

Anexo |. Soluciones para la extraccion de plasmidos mediante el método de lisis
alcalina descrito por Kieser.

SDS 10%

NaOH 5 M

g= (5M)(40)(0.005 L)

g=1

Agregar 1g de NaOH en un matraz y disolver en 5 ml de agua destilada. Esterilizar a 15’Ib
durante 15 min.

Tris-HCI 25mM

g=(0.025)(121.14)(0.025 L)

g=0.076

Agregar los 0.076 g de Tris a un matraz y disolver con 15 ml de agua destilada.
Posteriormente ajustar el pH a 8 y aforar a 25mL con agua destilada. Esterilizar a 15’lb
durante 15 min.

Sacarosa 0.3 M

g= (0.3 M)(312.30)(0.030 L)

g= 2.8107

Agregar los 2.8107 g de sacarosa a un matraz y disolver en 30 ml de agua destilada. Se
esteriliza por filtracién; previamente se esteriliza el filtro y la membrana.

EDTA 25 mM

g= (0.025 M)(372.24)(0.025 L)

g=0.233

Agregar los 0.233g a un matraz y disolver en 15 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 8 y
aforar a 25 ml con agua destilada. Esterilizar a 15’Ib durante 15 min.

Lisozima

C1=10 mg/ul

V=:40ul

c2="7

V2= 270 pl

C2= (10 mg/ul)(40 uby/ (270 pb= 1.5 mg/ul
1.5 mg/pl- 1 ml

X-0.2 ml

X= 0.3 mg=0.0003g

e Preparacion de 50 ml de la solucién 1:
Agregar a un frasco estéril 15 ml de sacarosa 0.3M, 1.25 ml de Tris 25 mM, 2.5 ml de EDTA
25 mM y 31.25 ml de agua tridestilada estéril.

e Preparacion de 5 ml de la solucioén 2:

Agregar a un frasco estéril 300 ul de NaOH 5M, 1 ml de SDS 10% y 3.7 ml de agua
tridestilada estéril.

169



Anexo Il. Soluciones Electroforesis en gel de Campos Pulsados (PFGE-S1)

Soluciones stock

EDTA 0.5 M (50 ml)
g= (0.5 M)(372.27)(0.05 L)
g= 9.30675

Se agregan los 9.30675 g al matraz y sélo se adicionan 20 ml de agua; destilada se pone
en agitacion con una bala magnética y se agregan hojuelas de NaOH (el EDTA se empieza
disolver hasta que alcance un pH alcalino) hasta que empiece a aclararse el EDTA y
alcance un pH de 8, posteriormente se agrega a un matraz aforado y se adiciona agua
destilada hasta alcanzar un volumen de 50 ml.

Tris 1 M (50 ml)
g= (1 M)(121.17)(0.05 L)
g= 6.0585

Se agregan los 6.0585g de Tris a 20 ml de agua, no es necesario agitar con bala magnética.
Posteriormente se adiciona HCI 0.1 N hasta que alcance un pH de 8, se pasa la solucién a
un matraz aforado y se agrega agua destilada hasta alcanzar un volumen de 50 ml.
Esterilizar a 10’Ib por 10 min.

TE 10:1

Tris 10 mM (25 ml)

C1v1=C2V2

V1= (0.01 M) (0.025 L)/1 M= 0.00025 L
V1= 250 pL

EDTA 1 mM
V1= (0.001 M)(0.025 L)/0.5 M= 0.00005 L
V1= 50 L

Agregar a un matraz 250 pl de Tris 1 M y 50 ul de EDTA 0.5 M y aforar a 25 ml con agua
destilada. Esterilizar a 10’lb por 10 min.

Solucién de lisis

Tris 50 mM (25 ml)

V1= (0.05 M)(0.025 L)/0.5 M= 0.0025 L

V1= 2.5ml

EDTA 50 mM

V1= (0.05 M)(0.025 L)/0.5 M= 0.001 L

V1=1ml

Agregar a un matraz 2.5 ml de Tris 1 My 1 ml de EDTA 0.5 M y aforar a 25 ml destilada.
Esterilizar a 15'lb por 15 min.
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TBE 10X

Tris 0.89 M
g=(0.89 M)(121.14)(0.2 L)
g=21.563

EDTA 0.02 M
g=(0.02 M)(372.24)(0.2 L)
g=15

Acido bérico 0.89 M
g= (0.89 M)(61.83)(0.2 L)
g= 11.005

Agregar los 21.563 g de Tris a 100 ml de agua destilada y disolver. Posteriormente agregar
los 11.005 g de acido bérico y agitar con una bala magnética hasta que se disuelva y por
ultimo agregar los 1.5 g de EDTA vy disolver. Ajustar a un pH de 8 y aforar a 200 ml con
agua destilada. Esterilizar a 15lb durante 15 min.

Tabla 1. Cantidades para preparar TBE 0.5X

VOLUMEN FINAL TBE 10X Agua destilada
100 ml 5ml 95 ml
300 ml 15 ml 285 ml
500 ml 25 ml 475 mi
700 ml 35 ml 665 ml
1000 ml 50 ml 950 ml
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Anexo lll. BitAcora de comandos para el analisis bioinformatico

1. Calidad de las lecturas
fastgc lectura.fastq.gz -0 nombre-carpeta
2. Ensamble con spades

spades.py --careful --cov_cutoff auto -1 lectural.fastq.gz -2 lectura2.fastq.gz -
k21,33,55,77,99,127 -0 nombre-carpeta -t 4

3. Ensamble con velvet utilizando lecturas trimmadas

velveth Velvet21 SE 21 -fastq -short lectural val 1.fq lectura2_val 2.fq
velvetg Velvet21 SE -cov_cutoff auto -exp_cov auto -ins_length 250

*el archivo que diga contigs.fa es el ensamble*

4. Ensamble hibrido con Unicycler

unicycler -1 lectura_illumina_1.fastq.gz -2 lectura_illumina_2.fastq.gz -l
lectura_larga.fastq.gz -o directorio_de_salida

*NOTA: Si el proceso se interrumpe y marca el siguiente error: Error: SPAdes
encountered an error. Se puede solucionar sustituyendo los kmers default por otros
de mayor longitud, siempre y cuando no sobrepases el tamafio del kmer promedio.
Unicycler por default utiliza 8 kmers y lo ideal es sustituir por 8 kmers, quedando la
linea de comando de la siguiente manera:

unicycler -1 lectura_illumina_1.fastg.gz -2 lectura illumina_2.fastq.gz -l
lectura_larga.fastq.gz --kmers 21,29,33,49,55,61,67,71 -0 nombre-carpeta

5. Trimming
trim_galore --fastqc --paired lectural.fastg.gz lectura2.fastq.gz -o nombre_directorio

El directorio de salida debe ser previamente creado y en la linea de comandos
indicar el nombre de dicho directorio.

Genera las lecturas “trimados” y el archivo del reporte.

6. Calidad de los ensambles

guast.py "nombre del o los archivos" -0 "nombre de la carpeta”

Abres el archivo report.txt o el pdf

NOTA: elegir el ensamble con menor nimero de contigs y lecturas mas largas (N50)

7. PLACNETw
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Las lecturas comprimidas (. fastq.gz) se cargan en la plataforma de placnetw
(https://castillo.dicom.unican.es/upload/) y esperar a que se haga el analisis. Si la
carga falla, intentar trimmar las lecturas y volver a subirlas.

8. Anotacion con prokka

prokka --outdir prokka_PE83_2 --genus Pseudomonas --species aeruginosa --strain
PE83 --addgenes --locustag PE83 --centre X --compliant ensamble.fasta

*NOTA: se le agrega --centre X --compliant cuando el head de los contigs es largo
9. Opcidn plasmid de SPAdes

spades.py --plasmid -1 lectural R1.fastq -2 lectura2_R2.fastq -0 nombre-de-
carpeta

10. Roary

Primero se copian los archivos “.gff” a una nueva carpeta
Cambiar el nombre de los archivos

mv PROKKA_05202021.gff PE21.gff

-Linea de comando para ROARY

nohup roary -f pangenoma_new -e -n -v -qc *.gff &

*nohup se puede omitir, se agrega a la linea de comando para mantener la ejecucion
del comando pese a salir de la terminal.

-Después dar la instruccion:
FastTree -gtr -nt core_gene_alignment.aln > core_gene_alignment.nwk

-Para desplegar los graficos, se copia el programa de la pagina
https://github.com/sanger-
pathogens/Roary/blob/master/contrib/roary_plots/roary_plots.py roary_plots.py y se
pega en la carpeta donde se va a realizar el andlisis. Después correr la siguiente
linea de comandos:

python roary plots.py core_gene_alignment.nwk gene_presence_absence.csv
*genes core con presencia y ausencia*

11. Parsnp
parsnp -r genoma-de-referencia -c -d carpeta-con-genomas -p nimero-nucleos

*la flag -c permite incluir todos los archivos en el analisis sin hacer omisiones.
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Abstract: blapyp and Maypy are the most detected plasmid-encoded carbapenemase genes in
Preudomonas aeruginost. Previous studies have reported plasmid sequences carrving dlapy vari-
ants, except Wipgpse, In this study, we aimed to characterize a plasmid carrving dipgpse, n a
P aernginosa strain isolated from a Mexican hospital. The whole genome of . aeruginasa strain PES2
was sequenced using Nlumina Miseq 2 = 150 bp, with 5 million paired-end reads. We characterized a
27 kb plasmid (pPESZIMP) that carried hlapgp.se. The phylogenetic analysis of RepA in pPES2IMP and
33 P aeruginosa plasmids carrying resi genes reported in the GenBank revealed that pPES2IMP
and four plasmids (pMATVIM-7, unnamed (FDAARGOS_570), pD5S170990, and pMRVIMU713) were
In the same clade. These closely related plasmids belonged to the MOBp; subfamily and had similar
backbones, Another plasmid (p4130-KPC) had a similar backbone to pPES2IMP; however, its RepA
was truncated. In these plasmids, the resistance genes blagpe.a, Mgy variants, aac(6' )14, blagya
variants, and blapyp s were inserted between pluf and resolvase genes. This study describes a new
family ot plasmids carrying resistance genes, with a similar backbone, the same RepA, and belonging
to the MOBpy subfamily in 12 aersginosa. In addition, our characterized plasmid harboring Mapygp s
(pPES2IMP) belongs 1o this family.

Keywords: Mseuwdomonas avruginosa; antimicrobial resistance; plasmids; blaIMP-56

1. Introduction

Pseudomonas geruginesa is an opportunistic pathogen causing nosocomial infections
such as ventilator-associated pneumonia, urinary tract infections, blood-associated infec-
tions, and skin and soft tissue infections [1-3]. Infections with this microorganism are
challenging to treat due to its natural resistance and the accelerated emergence of strains
resistant to almost all antibiotics, including carbapenems (last-resort treatments) [1]. There-
fore, the World Health Organization in 2017 included P aeryginosa in the critical-level
priority pathogens group, along with Acinelobacter baymannii and carbapenem-resistant
Enterobacteriacene [1].

Microarganesses 2022, 10, 1863, https:/ /dolorg/ 103390/ microorganssms | (041563
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The main mechanisms involved in carbapenem resistance in P, acruginoss are loss of
the OprD porin, overexpression of efflux pumps, overexpression of the chromosomal beta-
lactamase AmpC, and acquisition of carbapenem resistance genes through mobile genetic
elements such as plasmids [5,6]. Class A, B, and D carbapenemases have been reported
in P acrugimosa strains; however, class B (Metallo-f-lactamases) are the most prevalent,
of which VIM enzyme is the most frequent, followed by IMP [7]. There are currently
90 IMP metalloenzyme variants reported in the beta-lactamase database [8], including
IMP-56, which varies from IMP-18 in a single amino acid (Ser214Gly) (99.59% identity).
IMP-18 was reported for the first time in a P aeruginosa isolated from bronchial aspirate in
the southwestern United States [9]. IMP-18 has been found in Mexico, Puerto Rico, and
France [10-15] and is commonly associated with chromosomic class 1 integrons containing
other antibiotic resistance genes such as acetylases and oxacillinases [15-17].

The biapgpse sequence was reported in January 2016 in a P aerugiosa strain from
Guatemala (GenBank accession no. NG_(149218.1) and by our research group {(GenBank
accession no, KY646161) in a strain from Mexico [15], In addition, this variant was re-
ported in a class 1 integron and located by Southern blot in a plasmid [15]. IMP and VIM
Metallo-fi-lactamases are the most detected carbapenemases in plasmids of Pseudomonas
weruginosa [15-22] as well as the KPC-2 serine carbapenemase |3,23,24]. The plasmid sizes
carrying these carbapenemases vary widely; the range reported in GenBank is between 2 kb
and 500 kb. According to the GenBank database, one to two plasmids in P. acruginosa strains
have been reported, although five strains carry up to four plasmids (GenBank accession
no. CPO77988.1, CPO77971.1, CPO86010.1, LT969520.1, CPOA5412.1),

Until now, fourteen incompatibility groups have been recognized in P. acruginesa
plasmids (Incl-1-IncP-14) [25], Incompatibility groups Incl*-2, IncP-6, and IncP-7 are the
most associated with plasmids carrying carbapenem resistance genes in P, acruginesa 7).
However, contrary to Enferobvncteriaceas and Acinefobacter, a PCR-Based Replicon Typing
(PBRT) to classify P aeruginest plasmids has not been reported [26,27]. On the other hand,
the degenerate primer MOB typing (DPMT) method, which allows the classification of
gamma-proteobacteria plasmids [25], has been used in some studies to classify P aeriginosa
plasmids [15].

Previous studies have reported different plasmid-borne Blapp vanants in clinical
strains of P aeruginesa. For example, blapgy was reported in a 51,207 bp conjugative
plasmid and possesses the conserved IneN1-type backbone regions (repA, iterons, conjugal
transfer genes, and maintenance genes) [2(1]. On the other hand, Wepp.s and blappas
were reported in 500,839 and 513,322 bp megaplasmids, respectively, with a highly similar
backbone [18,29],

Our laboratory reported the F. apruginest strain PE52 isolated from a Mexican hospital
and harboring a class 1 integron carrying blappss, detected in a plasmid by Southem
blot [15]. Therefore, in this study, we aimed to characterize the plasmid carrying by,
in I aeruginosa strain PES2,

2. Materials and Methods
2.1. Characteristics of P aeruiginosa PE52

For the characterization of the Wlayp.se-carrying plasmid, we used the P. acruginesa
strain PES2, which was tsolated from the urinary culture of a patient admitted to the
Hospital Regional LS.S.STE de Puebla, Mexico. The mechanisms of resistance and the
presence of plasmids were previously described [15], Furthermore, this strain carried
blaggp.s in a new class 1 integron arrangement and we experimentally observed that
Dlapyp.se was probably present in a plasmid [15].

2.2 Genore Sequencing

Genomic DNA from strain PE52 was extracted using the Wizard®” Genomic DNA
Purification Kit (Promega Corporation, Madison, WI, USA). The whole-genome sequenc-
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ing was executed by llumina Miseq 2 = 130 bp, with 5 million paired-end reads in the
SNPSaurus Genomics to Genotype [40].

2.3 Plaspud Analysis

The quality of the paired-end reads was measured by FastQC version 3.9.0 [31]
BLASTn [32], PLACNETw [33], and the plasmid SPAdes version 3.9.0 (St. Petersburg
State University, St Petersburg, Russia) [34] were used to differentiate the nodes of plas-
mids. The genome sequences were annotated with Rapid Annotations using Subsystem
Technology (RAST) [35]. Plasmids were drawn using Proksee [36]. Finally, oriTfinder was
used to identify the origin of the transfer site in pPES2IMP [37].

2.4, Plasnud Characterization

The MOBScan web application [38] was used to identify relaxases and classify the
plasmids into any of the nine MOB families. For in silico classification by the replicon
method, we used PlasmidFinder [29),

To determine the phylogenetic relationship of RepA proteinin pPES2IMF and plasmids
from P acruginesa, we analyzed the RepA of plasmids carrying resistance genes and
constructed a phylogenetic tree. A total of 164 nucleotide sequences of complete and
partial plasmids from the GenBank database were obtained {until October 2021). The
plasmid sequences were annotated with Rapid Annotations using Subsystem Technology
(RAST) [35] and ResFinder version 4.1 [40] for the detection of antibiotic resistance genes in
all plasmids, It is essential to point out that plasmids that did not carry resistance genes
were not included. RepA amino acid sequences of the plasmids carrying resistance genes
were searched in the annotations using the keywords “replicase”, “repA”, and "helix-
turn-helix domain-containing protein®, and their replicase A domains were corroborated
with Pfam [41]. In addition, RepA with premature stop codons or ORF changes were
discarded. Finally, 33 RepA proteins of plasmids (Table S1) (including pPES2IMP) were
used to construct the phylogenetic tree. The Molecular Evolutionary Genetics Analysis tool,
MEGA version 11.0.10 [42], was used to infer RepA proteins’ phylogeny using the UPGMA
method (the parameters used were amino acid substitution type, no. of differences method,
and 100 bootstrap replicates).

2.5. Comparative Analysis of Plasmids Obtained from GenBank and pPES2IMP

For the comparative analysis of plasmids, we selected the complete sequences of the
plasmids that shared 100% identity with repA of pPES2IMP and were in the same clade
in the phylogenetic tree. To align and compare the sequences, we used MAUVE version
20150226 [43] and CLC Sequence Viewer version 8.0 (CLC bio A/S, Aarhus N, Denmark).
To represent the comparnison of plasmids, EASYFIG 2.2.5 was used [441],

3. Results
3.1 Structural Features of the pPES2IMP Plasmid

Whale-genome sequencing revealed the presence of a single plasmid, pPES2IMP, that
carries the Wapgpss varant (GenBank accession no, CP102481.1). The pPES2IMP plasmid
had a size of 27,635 bp, 39 open reading frames (ORFs), and guanine-cytosine {(G+C)
content of 62.2%. Moreover, 32 of the 39 open reading frames had a predicted function: 1 of
replication, 6 of stability, 7 of transfer, 13 of adaptation, and 5 transposon-related genes. We
could not determine the functional domain of seven hypothetical protelns (Figure 1).
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Figure 1. Structure of the pPES2IMP plasmid of I acruginesa strain PES2. Plasmid modules are
represented with different coloes. Blue: adaptation; yellow: replication; orange: mobllization, purple:
stability; green: transposons; gray: hypothetical proteins, GC content, GC skew+ and GC skew- are
represented in colors black, purple and green, respectively on the inner map.

The transfer module consisted of the genes traf, traK, bl tebK, trB], virB4, and a
relaxase tral belonging to the MOBpy; subfamily. The oniT was located upstream of traK
and consisted of 113 bp. The stability module involves the partitioning genes parA and
parC; however, the parli gene was not found. [n addition, the toxin-antitoxin genes piud/idoc
and krfA gene were identified]. The repA was part of the replication module, and no iterons
or replication origins close to the /epA gene were found (Figure 1),

The adaptation module contained a class | integron carrying hlapgp.sq, andAl, and
tlacia.2 genes. In addition, the Tn3 family transpason carrying a mercury resistance operon
(merR, merT, mer®, merA, merD, and merE genes) was located (Figure 1).

3.2 Phylogenctic Anulysis of RepA

To infer a possible phylogenetic relationship between pPES2IMP and other plasmids
from P, avruginesa, we used RepA to build a phylogenetic tree. For analysis, we included
the amino acid sequence of 33 RepA from plasmids carrving antiblotic resistance genes
(Table $1) (including RepA of pPES2IMP). The analysis showed a wide diversity of repli-
cases among P. acruginesa plasmids grouped in 11 clades (Figure 2). Furthermore, RepA
proteins of plasmids with the same incompatibility group were clustered in the same clade
such as IncP-2 (pOZ176, pIB37, pPUV-1}, IncP-6 {C79, p10265-KPC, pCOL-1), and IncP-7
(p1160-VIM and pNK546b); however, the incompatibility group of one plasmid within
the IncP-7 clade (unnnamed! PSW) was not reported (Figure 2). On the other hand,
it is important to note that RepA proteins from pPES2IMP, pMATVIM-7, unnamed]
(FDAARGOS_570), pD51709%), and pMRVIMO713 were in the same clade (Figure 2).
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Figure 2. UPGMA phylogenetic tree of replicase A proteins in plasmids carrying resistance genes. The
incompatibility groups of the plasmids are in bold type. Replicases in the same clade as pPES2IMP
RepA are enclosed in & red box.

3.3. Comparatioe Analysis of pPES2IMP and Plasmmuds with Same RepA and Sinular Structure

pPES2IMP structure was compared with closed plasmids from the GenBank, which
clustered in the same clade of the RepA phylogenetic tree (Figure 2): pMATVIM-7 (GenBank
accession no. AM778842.1), plasmid unnamed {GenBank accession no. CP033834.1),
pD5170890 (GenBank accession no. KX169264.1), and pMRVIMO713 (GenBank accession
no. KP975076.1). In addition, we found the plasmid p4130-KPC (GenBank accession
no. MN336501.1) in GenBank, which had a similar backbone to pPES2IMP. However, it
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was not included in the phylogenetic analysis because its RepA was truncated, but it was
incorporated in the comparative analysis of the structure (Figure 2). These plasmids ranged
from 24 kb to approximately 58 kb, and were isolated in the USA, Brazil, and France, The
characteristics of these plasmids are shown in Table 52.

The comparative analysis showed that these six plasmids shared a similar backbone,
including genes for replication (repA), partition (parA, parC), and transfer (tnr and virB4);
however, we found some differences, traf, trak, and kfrA genes were absent of pD517099,
trb] gene in p4130-KPC was interrupted by a transposon, the N-terminus of TraK in pMAT-
VIM-7 is absent, and RepA of p4130-KPC lacks the C-terminus (Figure 3).

P vl Ean el wat
e |

o o
T U P RSP RPT = W'

Figure 3. Structural comparison of plasmid pPE5S2IMP and plasmids with similar backbones and
RepA from clinical P awruginoss. The figure was built with Easyfig. Plasmid modules were represented
with different colors. Yellow: replication; purple: stability; orange: mobilization; blue: adaptation;
green: transposons; gray: hypothetical proteins; black: other genes, The gray color level indicates
the percentage of BLAST identity of the plasmids. Plasmid unnamed (accession no, CP33834.1);
pD51709%) {sccession no. KX169264.1); pMARVIMO713 (accession no, KP975076.1); pMATVIM-7
(accession no. AMZ78842.1); p4130-KPC (accession no. MN33a6501.1),

Figure 1 illustrates that the variable region was found downstream of the phd gene
and upstream of the resolvase gene and consisted of genes for adaptation such as carbapen-
emases type blapgpse (pPES2IMP) and blayiy. (plasmid unnamed and pMRVIMO713)
carried by a class 1 integron, blaypyy (pPMATVIM-7) carried by a partial class | inte-
gron, Wagpc.z (pDSI':'DWO) carried by & transposon, and Wagxa 779, Bliax a7, and Magpeo
brought by a class 1 integron and a transposon, respectively (p4130-KPC) (Figure 3).

179



Micrmuganiaas 2022, 10, 1863

712

As previously mentioned, pPES2IMP was classified into the MOBpy) subfamily [28]
but was not classifiable by replicon typing. In silico analysis revealed that plasmids
pPMATVIM-7, unnamed (FDAARGOS_570), pD5170990, pMRVIMO713, and p4130-KPC
were classified into the MOBpyy subfamily but were not classifiable according to the replicon
typing scheme [26,45]. These plasmids shared some characteristics, such as having a same
replicase and similar backbone, and were classified as MOBg);, but were not classifiable by
the incompatibility group.

3.4. Plasonids with Similar Backbone as pPES2IMP Present in Other Bacterial Genera

By searching GenBank using the rpA gene from pPES2IMP, we found two plasmids
with the same repA and similar backbones in Achromobacter riiandii (plasmid p138R) and
Serratia marcescens (plasmid pSMC1). The sizes of the plasmids were 34 and 41.5 kb and they
were isolated from Argentina and Japan, respectively (Table 53). Comparing the complete
sequence of the plasmids, we determined that these two plasmids shared a conserved
backbone with pPES2IMP. Furthermore, we found that almost all backbone genes shared
100% identity and coverage, except for repA of p138R, which was truncated, and tril of
pSMCI, which shared 97.65" nucleotide similarity and 1007 coverage. In addition, the
variable region of these plasmids carred different carbapenemases (bapyg.y, agyeys) and
other resistance genes such as aac6’)-1b4 and ardA2, commonly found in enterobacteria
(Figure S51).

4. Discussion

The emergence of beta-lactamases with activity against carbapenems has compro-
mised the clinical utility of this class of antibiotics [46]. In P aeruginosa, class A and B
fi-lactamases with carbapenemase activity are reported, including VIM, IMP, SPM, NDM,
GIM, GES, and KPC [47,43]. IMP, VIM, NDM, and GES types comprise several variants,
whereas only one variant for SPM-1 and GIM-1 have been reported [19]. These enzymes
are carried in plasmids, integrons, and transposons, which play an important role in their
dissemination [49]. Recently, carbapenemases mobilized by mobile genetic elements in
Psendomonas aeruginosa were reviewed and it was found that blagpea, dlaypy.r, and Naggps
are carried by plasmids belonging to different incompatibility groups [7]. In addition, other
carbapenemases such as bavin.a, Mangpe, and Bagp.a are carried by plasmids [18,21,50,51].
Little is known about P. aeruginesa plasmids and their role in resistance gene dissemina-
tion; therefore, characterizing plasmids will help better understand this dissemination
mechanism.

In this work, we determined the structure of the plasmid pPES2IMP carrying blag,ps,
(Figure 1), finding that it has Jower G+C content (62.2%) than the P acrigingsa chromoesome
(approximately 66.6%) [52]; however, it is consistent with the GC content reported in other
P aeruginosa plasmids (from 45.8% to 63.5%) [25]. A previous study revealed that the
average GC content of plasmids was 10% lower than their host's chromasome, which
suggests that plasmids with very different GC content could not be maintained in their
host [53].

The stability module comprises a partitioning system that contributes to the segrega-
tion of the plasmid, an addiction system that ensures the killing of plasmid-free cells, and
multimer resolution systems that prevent the formation of plasmid multimers [54]. The
partitioning system consists of ATPase (parA), centromere-like DNA sequence (parC), and
DNA-binding protein (purfi) [55); the latter is composed of a central HTH DNA binding
domain flanked by a C-terminal dimer domain and an N-terminal region necessary for
protein oligomerization [50]. In the case of pPES2IMP, we found only the purA and porC
genes, while the purB gene was absent, and none of the hypothetical proteins present in the
plasmid had domains parB-like (Figure 1).

On the other hand, the kfrA gene has been shown to act as a transcriptional autoreg-
ulator and participates in plasmid stability [57-59], suggesting that this gene could be
involved in pPES2IMP stability; however, other studies are necessary to understand how

180



Micrmuganiaas 2022, 10, 1863

Bof12

the segregation process is carried out in this plasmid. In addition, the addiction system
is composed of the Doc toxin {(death on curing) and Phd antitoxin (prevents host death)
(Figure 1) that belongs to type |1 svstems, where the toxin is directly blocked by the anti-
toxin [61]; besides, this toxin/antitoxin system plays an impaortant role in plasmid stability
persistence, programmed cell death, and stress response [61].

Conjugative plasmids carry two sets of genes; the first allows DNA processing (DNA
transfer and replication (Dtr) genes), and the second is a membrane-associated mating
pair formation {Mpf) complex (a form of type 4 secretion system). In contrast, mobilizable
plasmids use the Mpf of another genetic element in the same cell [62,63]. The transfer
module of pPE5S2IMP consists of IncP-like plasmid genes traK, tra), and tral, which are
essential for relaxosome formation, and the conjugative transfer genes i, bK, and trbL
are involved in the formation of the Mpf system; however, the genes tral (chaperone
activity), traG (coupling protein), traA, triB, traD, and traE (not essential for conjugation)
and the genes dBCDEFGHT (necessary for the formation of the Mpf system) are absent in
pPES2IMP [64], suggesting that it could be a mobilizable plasmid, Furthermore, the lack of
transconjugants in the conjugation experiment reinforces this analysis {data not shown).

Mercury operons comprise mercury resistance-conferring genes (merE DAPTR} and
are commonly located on transpesons and integrons carried by plasmids [65]. pPES2IMP
carry the mer operon located next to the 21 and fpR genes (Figure 1) that are part of
transposable elements of the Tn3 family [65).

On the other hand, some authors have used features of the plasmid backbone to
design classification schemes such as PCR-based replicon typing (PBRT) [20] and de-
generate primer MOB typing (DPMT) [25] based on plasmid replication and maobility
functions, respectively [07]. Plasmids of P acrigiesa with a similar backbone to pPE52IMP
have a MOBpy, subfamily relaxase according to MOB typing [28]; this is consistent with
findings reported by Lopez-Garcia [15]. The MOBypy subfamily beiongs to the MOBP super-
family, one of the most abundant in plasmids among gammaproteobacterial
(including Pseudonmomas) |65].

pl"ES2IMP and plasmids with similar backbone could not be classified by PBRT [26],
which may be related to the fact that this scheme is focused on classifying plasmids from
Enterobacteriaceae but not from other bacterial families. pPES2IMP does not belong to
any of the 14 incompatibility groups (IncP-1 to IncP-14) described in P, acruginoso; this is
consistent with Shintani et al., 2015 [25], who found that only 21 of 183 Psewdomonadales
plasmids analyzed could be classified into the IncP group, The above reflects the need to
develop a lechnique to classify P arruginoss plasmids; however, classifying plasmids using
MORB typing could help in some cases,

A classification based on replicase sequence homology was designed by Bertini for
Acinetobacter baumannii plasmids, identifying 19 homology groups (GRs) [27], Rep genes
that shared at least 74% of identity were in the same group. Other authors have added
maore groups using the same identity criteria, reporting, to date, 33 GRs [6Y9]. Therefore, we
used similar parameters to know the distribution and behavior of RepA in pPES2IMP and
plasmids of Psendomonas acruginesa reported in the GenBank (Table S1 and Figure 2). It
is important to highlight that we included only plasmids carrying resistance genes in the
analysis. RepA of plasmids belonging to the same incompatibility group (IncP-2, IncP-7,
IncP-6) were clustered in three clades, likely because plasmids belonging to the same
incompatibility group have the same or related replication/ partitioning system {70]. On the
other hand, the RepA of pPES2IMP and plasmids with a similar backbone were clustered
together in a separated clade, indicating that they are closely related genctically and are
probably a new family of plasmids.

According to the information available in the GenBank, the strains of I aeriginesa and
the other genera that carried plasmids similar to pPES2IMP were isolated from the USA
(mainly), Brazil, France, Argentina, and Japan (Tables 52 and 53), which would indicate
that these plasmids are circulating in different countries and acting as vehicles for the
dissemination of antibiotic resistance genes.
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Closely related plasmids commonly have a core called the "backbone” associated
with plasmid-specific functions such as replication initiation, conjugation, and stability.
In addition, the backbone can include virulence genes and antibiotic- and heavy metal-
resistance genes that confer adaptive advantages to the bacterium [71]. In the analysis of
the phylogenetic tree, we found four plasmids of P, aeruginesa strains, and one plasmid
of a strain reported in the GenBank with a backbone similar to pPES2IMP. In addition,
the plasmids had a variable region with carbapenem resistance genes such as bayie,
blavinm.z, Blagpc.z, and other beta-lactamase encoding genes such as Waox a7, Biroxs7,
and hagxa.qo (Table 52 and Figure 3) carried by class 1 integrons and transposons. Qur
working group reported that pPES2IMP carries blapp.z in a class 1 integron (GenBank
accession no. KY646161) [15]; nevertheless, in this study, we report the structure of the
plasmid carrying lappss, which belongs to a new family of plasmids.

Plasmids with a conserved backbone carrying resistance genes inserted into hotspot
sites have been reported, and the repA gene serves as a hotspot in some of them [72-74].
However, in the plasmids analyzed, the resistance genes are inserted between piul and a
resolvase gene so that it could be a potential hotspot for integrating the resistance genes in
these plasmids, but more studies are necessary.

We also found two plasmids with backbone similar to pPES2IMP in bacteria not closely
related to P apruginesa, such as p138R from A. rullandii, and pSMC1 from S. smrcescens
(Table 53 and Figure S1). These plasmids carried the aadAl, aac(6')-1b4 acetylase, blacapys,
and Plapgp.y genes. These observations could indicate that plasmids of this type could be of
a broad host range [73], allowing the dissemination of resistance genes between bacteria
different from P. acruginesa. However, transformation experiments with hosts of other
bacterial genera are needed to confirm the host range of this plasmid.

5. Conclusions

In this study, we described a new family of plasmids carrying resistance genes with
the same RepA, & similar backbone, and belonging to the MOBgyy subfamily in P aeriginesa.
In addition, we characterized the first plasmid harboring blapyp.sq (pPES2IMP), isolated
from a Mexican hospital, belonging to this family. This study contributes to understanding
how these plasmids encoding carbapenemases spread among bacteria,
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L fwwwmid plcom/article / 103390/ microorganisms 10091863 /41, Tabje S1: Characteristics of the
plasmids included in the phylogenetic tree of the RepA proteins. Table §2: Characteristics of
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with plasmids from other bacterial genera with a similar backbone.
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Abstract: The Peendomones meruginasa genome can change to adapt to different ecological niches, We

P from a Mexican hospital and 59 ge from GenBank from ditterent
niches, such as urine, sputum, and envi tal. The ST analysis showed that high-risk 515 (S1235,
ST773, and ST27) were present in the genomes of the three niches from GenBank, and the STs of
Mexican genomes {ST167, ST2731, and ST549) differed from the GenBank genomes, Phylogenetc
amalysis showed that the genomes were clustering according to their ST and not their niche. When
analyzing the genomic content, we observed that environmental genomes had genes involved in
adapting to the environment not found in the clinics and that their mechanisms of ‘¢ were
mutations in antibiotic resistance-related genes. In contrast, clinical genomes from GenBank had
resistance genes, In mobile/mobilizable genetic el t= in the chr e, except for the Mexican
genomes that carried them mostly in plasmids. This was related to the presence of CRISPR-Cas and
anti-CRISPR; however, Mexican strains only had plasmids and CRISPR-Cas. blagxs.gss (@ variant of
Placyam) with higher activity against carbapenems was more prevalent in sputum genomes. The
virulome analysis showed that exo§ was most prevalent in the genomes of urinary samples and cxold
and pldA in sputum samples. This study provides evidence regarding the genetic varlability among P
acruginesa tsolated from different niches.
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1. Introduction

Pseudontanas acriginesa is a ubiquitous Gram-negative bacterium that can survive in
different environments such as soil, food, and hospitals [1,2]. This opportunistic pathogen
15 the leading cause of nosocomial Infections such as ventilator-associated pneumonia,
catheter-associated urinary tract infections, bloodstream infections, and surgical site infec-
tions [3]

P aeruginosa infections are difficult to treat because this bacterium has developed
resistance to many antibiotics. As a result, it has been included as one of three bacterial
species on the list of “priority pathogens” urgently requiring the development of new
antibiotics by the World Health Organization [4]. Many factors are responsible for the
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multidrug resistance (MDR) of P, aeruginosa, such as low outer-membrane permeability,
production of beta-lactamases, chromosomal DNA mutations, and acquisition of resistance
genes through mobile genetic elements [5,0].

The pathophysiology of the infections caused by P acruginosa involves several mech-
anisms, including adhesion, invasion, evasion of the immune response, and antibiotic
resistance, making these infections difficult to treat |[7]. Furthermore, the persistence of
P, aeruginosa in infections is also related to its MDR as well as its virulence. The latter is
exhibited as a result of the production of a wide variety of virulence factors, including,
lipopolysaccharide, flagella, type IV pili, elastase (LasA, LasB), various exotoxins (ExoY,
ExoS, ExoT, Exol), alkaline protease, phospholipases, small molecules (phenazines, tham-
nolipids and cyanide) and siderophores (pyoverdine and pyochelin), which are regulated
by cell-to-cell signaling systems [8]. Some studies have reported that the genes associated
with virulence are highly conserved among P\ aerigimesa strains; however, variations in the
presence of exold and exoS genes (cytotoxing secreted by the type 1T secretion system) have
been reported in some strains because these are acquired by horizontal transfer [9,10].

The genome size of P. aeruginosa ranges from 5.5 to 7 Mbyp, which is relatively large
compared to other bacterial genera [11]. Additionally, £ acrugimoese exhibits a mosaic
structure composed of conserved genes in all strains, regardless of their origin (clinical
or environmental), and variable accessory genes between strains, which are involved in
adaptation to different ecological niches. Other authors have suggested that the content
of the accessory genome determines environmental adaptability [11-13]. However, most
studies have focused on strains isolated from eye and cystic fibrosis infections {14,15]. The
authors report that these studies were conducted because I arruginose plays an important
role in cystic fibrosis infections, whereby, these types of strains have been extensively
sequenced [14,15].

Mathee et al. compared the genomes of two strains of . acruginosa isolated from cystic
fibrosis patients and three reference strains, establishing evidence that P seruginoss modifies
its genomic composition to allow expansion and adaptability to different niches [14].
Another study comparing the genomes of P aeriginasa strains isolated from ocular infection
with reference strains suggested that the acquisition of resistance and virulence genes
(exeld) through honzontal gene transfer (HGT) could play an important role in adaptation
and pathogenesis in humans [16]. In 2018, Subedi, proposed that genomic diversity not
only exists between strains isolated from different anatomical sites (eve and cystic fibrosis)
but also between strains isolated from different geographical locations [15], On the other
hand, Dettman and Kassen {2020) studied strains from four unique ecological niches
(environment, animal and human infections, and infections from patients with cystic
fibrosis). They proposed that strains recovered from any ecological niche can adapt and
develop to cause an infection in patients with cystic fibrosis [17].

In this study, we compare genomes of four strains isolated from urine and sputum
samples from a hospital in Mexico with genomes from the GenBank database of three
sources of isolation (urinary tract, sputum, and environmental) to identify resistance genes,
mobile genetic elements, and virulence genes and to explore relationships amaong them
despite their unique niches,

2. Results
2.1, General Fentures of the Genomes

The results of the de novo assemblies of strains PE21, PE52, PE63, and PES3 from
the Mexican Hospital are shown in Supplementary Table 51. We found an average G+C
content of 65.9% and genome sizes ranging from 6,235,658 to 7,388,095 bp (Supplementary
Table S1), In contrast, the average genome sizes of urinary, sputum, and environmental
strains {from different countries) from the GenBank database were 6,831,303 bp, 7,013,391
bp, and 6,627,270 bp, respectively {(Table 52). Furthermore, it is important to highlight that
the genome size of the PE21 strain is larger than the genomes in GenBank.
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2.2, Mudtilocus Sequence Typing (MLST)

The strains isolated from a Mexican hospital had the following STs: PE21 and PES3
belonged to ST167, while 'E52 and PE63 belonged to ST2731 and ST549, respectively
(Table 52). Therefore, we investigated the clonal relationship between these STs and high-
risk STs, and none of these were high-risk.

We observed different ST distributions between clinical {urinary and sputum) and
environmental genomes, High-risk ST235 and ST773 (3 and 3 genomes, respectively)
were found in urine-derived genomes. In sputum-derived genomes, we found $1235 and
ST357(4 and 3, respectively). On the other hand, ST27 (high-risk clone} and ST316 were
found in environmental genomes (3 genomes each). It is important to highlight that ST235
and ST773 were exclusively found in clinical genomes, while ST27 was found only in
environmental genomes (Figure S1). Lastly, one environmental genome (L10) belonged to
$T253, which is the same ST as the reference strain and highly virulent PA14,

2.3. Genonmuic Comparison of Strains Recovered from Mexican Hospital

Pangenome analysts with Roary of PE21 isolated from sputum and PE52, PE63, and
PES3 isolated from urine identified a total of 7793 genes, of which 5327 genes belang to the
core, ) to the soft core, 2466 to shell genes, and 0 to cloud genes, based on the classification
given by Collins and Higgs, 2012 [15]. We also identified the number of shared and unique
genes among the genomes of the strains wsing a Venn diagram (Figure 1). The results
showed that strain I'ES3 shared 1068 genes with strain PE21, while strain PE63 shared
141 genes with the reference strain PAOL. In contrast, PE21, PE52, and PES3 shared one,
four, and zero genes, respectively, with the strain PAO! (Figure 1).

hé'a,

Figure 1. Genomic comparison of P aerug ins. The pan-g analysis by Roary predicted
the number of genes. The figure was created using Calculate and Draw Custom Venn Diagrams. The
Venn diagram shows the number of unique and shared genes among the genomes of five stralns:
PAO1, PE21, PES2, PESZ, PEG3, and PES3 from the Mexican hospital,

On the other hand, the PE5S2 strain carried the most significant number of unique genes
(609 genes), including some genes that shape the conjugation machinery (tmG, viB11, virB4,
virB10, mobA), resistance to quaternary ammonium compounds genes (sugE), nickel and
cobalt resistance genes (cirA), bleomycin resistance genes (bie), toxin and antitoxin genes
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(colM, par D1, V), genes required for vibriobactin utilization (muB), ATP-dependent DNA
helicase gene (pxrA), and a large number of hypothetical proteins (n = 491 {80.6%)).

2.4. Analysis of the Pan-Genome of the Strains from e Mexiomn Hospital wnd of the GenBank
The pangenome analysis identified a total of 20,911 pan-genes, of which 4246 were

core genes (genes present in 99-100% of the genomes), 898 were soft core genes (genes

present in 95-99% of the genomes), 1709 were shell genes (genes present in 15-95% of the

genomes), and 14,058 were cloud genes (genes present in (-15% of the genomes) (Figure 2).
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Figure 2. Graphical representation of the pangenome analysis of the 65 strains. The phylogenetic
tree was constructed based on the accessory genomes of the sixty-five strains. Strain names were
colored according 1o the isolation source. Yellow: urinary genomes; orange: Spulurm genomes; green
environmental genomes; red: Mexican genomes; reference genomes are in black.

I'he dendrogram based on the accessory genome shows the clustering of the genomes
belonging to the same ST but from different niches (Figures 2 and 52). Two exceptions
were found: one genome belonging to STH11 (F5677) was clustered in a clade with different
ST, and the genomes with ST234 (97 and AJD2) were not clustered in the same clade
(Figures 2 and S2). This was also found in the phylogenetic trees based on the core genome,
SNPs, and MLST (Figures 53-55)

The genome of PPF-1 (ST unknown) was clustered with ST316 genomes (Figures S3-55),
and we found that the ST of PPF-1 varied only in one allele compared to ST316 (aroE_13
and aroE_8, respectively),

It is important to highlight that our analysis revealed that the genomes of environmen-
tal strains (HS9, DN 1, JB2, [T86, N17-1, and SJTD-1) had genes in the soft core that some
clinical strains do not have. These genes could be related to the survival of P agruginosa in
the environment, such as genes of p-hydroxybenzoic acid efflux pump, methyl-accepting

189



Andiviolics 2023, 12, 866

Sof21

chemotaxis protein (pc!B), serine/ threonine protein kinase (rdoA), nitrite reductase, alka-
nesulfonate monooxygenase, multidrug/solvent efflux pump outer membrane protein
(mepC), lactose transport system permease protein (locF), glycogen synthase.

2.5. Antibiotic Resistance Genes

We screened the genomes of the strains to detect antibiotic-resistance genes, The genes
iioxa-s and Wipao, which confer beta-lactam resistance, focA to fosfomycin, and aph(3°)-1ib
to aminoglycoside, were identified in all genomes studied, including the reference strains
PAO1, PAT4 (Figure 3). However, the catB7 gene that confers resistance to chloramphenicol
was found in all genomes excepl for the genomes B-I-1 and 60,503 (Figure 3).
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Figure 3. Presence and absence of resistance genes in urinary, sputum, and environmental genomes
Representation of resistance genes present and absent in the 65 genomes from urinary, sputum, and
environmental. P geniginosn PAOL and PAT4 were used for comparison. ResFinder detected a total
of 47 genes. The heatmap was constructed with the Bioconductor package in Rstudio. MH means
Mexican Hospital.

Because hlapy 450 was present in all genomes, an analysis of the variants of this family
was carried out. We found that the most common variants in the urinary and environmental
strains were Moy =g and blagy s g, respectively, and blaoyx 455 was the most common in
sputum genomes (Figure 56).

On the other hand, we found genes encoding antibiotic resistance only in urinary
genomes, such as blagg.(, blacags2. and Bicryagsag, which confer beta-lactam resistance,
and arr2 and arr7, which confer rifampicin resistance. Additionally, we found variants
of ardA2 and rmt (rmiB4, rmtB4, rmtB4, rmtD1) that confer aminoglycoside resistance
(Figure 3). Furthermore, we identified unique genes in sputum genomes, such as blagpc.a,
blacgs, Wapnge, and Wapgr, which confers beta-lactam resistance, cifB83, which confer chlo-
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ramphenicol resistance; arr3 (rifampicin resistance); msrE (erythromycin resistance); qirV/Co,
nrS2 (quinelone resistance); aac(2')-lia (aminoglycoside resistance); and feH(A) (efflux pump
conferring resistance to tetracyclines) (Figune 3),

qurVCI, tot(G), cmlA, and variants of the blapgp and blagxs genes were found to be
maore prevalent in urinary genomes compared to sputum genomes. [n contrast, ant2, sadAl,
crpP, dfrB, dfrA, floR, cmx, and variants of the blaypyy and blaypg were predominant in
sputum genomes. crpf” was the only acquired resistance gene found in environmental
genomes {Figure 3),

All resistance genes found in the genomes of strains isolated from the Mexican hospital
are shown in supplementary Table S2. However, it is important to note that PE21 and PES3
were the only genomes carrving the catAl gene (chloramphenicol resistance) (Figure 3).

2.6. Gene Mutations Associated with Drug Resistance

Chromosomal antibiotic resistance mutations were searched in 81 genes. The analysis
showed nine genes with antibiotic resistance-related mutations. All genomes showed
pelymorphisms in the ampC gene. Seven urinary genomes, three from sputum, and five
from environmental showed mutations in the mmpl? gene. In addition, one urinary genome
had & mutation in the ampR regulator gene, which is involved in the overproduction of the
chromosomal AmpC p-lactamase (Figure 4).

-
-
.
)
oS
r

a

et

31—

org!
-
m
-

“r
ey

Figure 4, Mutational resistance of the 65 urinary, sputum, and environmental genomes, Graphical
representation of mutations associated with antibiotic resistance (navy color), mutations with an
unknown effect on antibiotic resistance (blue light), and mutations in aprD) associated with suscepti-
bility to meropenem (green) and wild-type genes (gray). P oeneginosa PAOL and PAL4 were used as
reference genomes. The heatmap was constructed with the Bioconductor package in Rstudio, MH
means Mexican Hospital
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The oprD? gene and regulators that reduce OprD expression had mutations and prema-
ture stop codons in eleven urinary genomes, fifteen from sputum, and two environmental
genomes, In addition, six genomes from sputum, seven from urnine, and twelve from envi-
ronmental samples had a loop L7-short that causes increased susceptibility to meropenem
(Figure 4),

Mutations in DNA gyrase and topoisomerase 1V genes (gyrA, gurB, parC, and parE)
associated with reduced susceptibility to quinolones were found only in urinary and
sputum genomes (Figure ).

The analysis of mutations in the four efflux pumps’ regulators showed only mutations
with unknown effects on antibiotic resistance. Finally, mutations in the parS gene were
found in only one urinary and three sputum genomes (Figure 4).

In the genomes of strains PE21, PES2, and PES3 were identified antibiotic resistance-
related mutations in the oprD and gurA genes. In addition, PES2 showed resistance-related
mutations in the gurB gene and PE21 and PES3 genomes in the parC gene (Figure 1).

2.7. Mobilome

The accessory genome comprises mobile genetic elements that are associated with
bacterial environmental adaptation. We analyzed all genomes for the presence of insertion
sequences (1S), simple transposons (Tn), composite transposons (CTn), integrative conjuga-
tive elements (ICEs), integrative mobilizable elements (IMEs), and plasmids. We found that
urinary genomes had a higher number of IS, IMEs, and plasmids (216, 11, and 5), while
sputum genomes had a higher number of Tn, CTn, and ICEs (13, 49, and 56, respectively).
The environmental genomes showed fewer mobile genetic elements (Figure 5).
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Figure 5. Mobile Genetic Elements (MGEs) are distributed in the 65 genomes of utinary (A), sputum
(B), and environmental (C) strains, Each pie graphic represents the distribution of mobile genetic
elements in each group of strains, and the numbers within the pie graphic represent the number
of MGEs found. Tn (transp ), CTn (composite transp ), 1S (insertion sequence), IMEs
{integrative mobilizable elements), ICEs {integrative conjugative elements), and plasmids.

The genes blipgp, blappg, blagya, Blages, and blaypyy were associated with classical
and partial class 1 integrons, while genes ayxpe and bliypag, blagpng were associated with
transposons, Furthermore, transposons carrying the blixpc were found in two plasmids
from two genomes from sputum (R31 and SE5416) (Figure S7). The transposons and
integrons carrying blaoxa-on, Mcrxaean, and blemag, were found in a plasmid from
a urinary genome (PB353), and blappey was found in a plasmid from sputum (60503)
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(Figure 7). On the contrary, transposons or integrons carrying bliges. 5, blaspa-1, blaGes.1,
blapae.r, dlagxa, Magxa.sa, b, blacags.a, blaoxaas, B, blaviva, Waoxase, and
Diaggp-1z were found in integrative conjugative clements (ICEs) with a complete type 4
secretion system (T455) in urinary and sputum genomes (Figure S8). Lastly, the calB7 gene
was found in ICEs with T45S from urinary and sputum genomes, while crpP was carmied
by ICEs in all genomes. In the Mexican hospital genomes, the bl gene was carried
on plasmids.

2.8. Correlation between the Presence of Plasmids, Relaxases MOB, CRISPR-Cas, and
Anti-CRISPR Systems

MOBy; and MOBy; were found in clinical (urine and sputum) and environmental strain
genomes. On the other hand, MOBg was only found in the clinical genomes and MOB in
one urinary genome {Figure 59). In the Mexican hospital genomes, we found MOB,y; in all
genomes, MOByy; in PE21, PE52, and PES3 genomes, and MOByy in PE63 (Figure 59),

CRISPR-Cas systems were found in 18 urinary, nine sputum, and eight environmental
genomes, including genomes from the Mexican Hospital. CRISPR-Cas systems and plas-
mids were present in seven genomes (PE21, PES2, PEG3, PES3, IMP-13, 60503, and SE5416)
(Figure 59). On the other hand, anti-CRISPR, CRISPR-Cas systems, and plasmids were
identified in only three genomes (one from urinary and two from sputum) (Figure $9).

The search for CRISPR-Cas systems in plasmids revealed their presence in the plasmid
pPYO_TE (from the IMP-13 urinary genome) and the plasmid unnamed] (from the DN
environmental genome) (Figure 59). However, no such systems were found in the genomes
of PE21, PE52, PEA3, and PES3.

2.9 Virulence Genes

We analyzed 116 virulence genes associated with alginate biosynthesis and regulation,
rhamnolipid biosynthesis, iron uptake, quorum sensing, proteases, and toxing using the
Virulence Factor Database (VFDB). However, we included only thirteen virulence factors
associated with urinary tract and lung infections in the heatmap. In addition, we used the
virulence genes of the PAOT strain as a reference, and the exoll gene of the PAT4 strain was
taken as a reference.

The genes for effector proteins of the type 3 secretion system analyvzed were exos,
exoT, exold, and exoY, Our results showed that the ¢10S gene was more prevalent in urinary
genomes, whereas exold was found mainly in sputum genomes, and exoY was predominant
in both urinary and environmental genomes. Finally, the exoT gene was present in all
genomes, The exoS y exoll genes are almost always mutually exclusive; however, in this
study, both were present in sputum and an environmental genome (R31 and JT86). The
pudE gene (involved in pyoverdine synthesis), the exotoxin A gene (toxA), the elastase
A gene (lasA), and the elastase B gene (asB) were found in all genomes. The aprA gene,
encoding an alkaline protease, was present in all genomes except 'E52 and |B2 (urinary
and environmental, respectively). The phospholipase genes plcB and plcH were found in
all genomes, and the pleN gene was absent in only one urinary strain, On the contrary, the
pldA gene was more frequently observed in sputum (Figure 6).
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Figure 6. Presence and absence of virulence genes. Heatmap representation of virulence genes associ-
ated with urinary and lung infections. Purple represents presence, and gray cofor represents absence.
The genes were identified with VFDB, and the heatmap was constructed with the Bioconductor
package in Rstudio, MH means Mexican Hospital

3. Discussion

P. agrugingsa s a versatile opportunistic pathogen capable of adapting to different
ecological niches due to its variable arsenal of virulence factors and antibiotic resistance
determinants |19, but also to the acquisition of genes by horizontal transfer. In fact, Kung
and collaborators suggest that the content of the accessory genome determines environ-
mental adaptability [12]. In this study, we compared the genomes of strains from a Mexican
hospital with GenBank genomes of urine, sputum, and environmental isolates from dif-
ferent cities, First, we wanted to know the distribution of STs among the different niches
The ST is determined by combining the allelic variation of 7 P. aeruginosa housekeeping
genes (acsA, mok, guiA, mutl, nuoD, ppsA, and trpE) [20] The high-risk clones are known
to cause outbreaks of nosocomial infections worldwide, which are associated with poor
clinical outcomes. This is due to their high Jevels of antibiotic resistance, pathogenicity,
and virulence, as well as their enhanced ability to colonize and persist in a host [21]. In
our analysis, we observed a high occurrence of high-risk ST235 and ST773 [22] in urinary
and sputum strains, consistent with other studies in clinical strains recovered from various
types of infections, including urinary and respiratory tract [23-25].

On the other hand, the high-risk ST27 [22] in this study was only found in environmen-
tal strains, which has also been reported in other studies and the MLST database |[26-28],
and in strains from humans and animals with lower frequencies [26,29,30].

The strains isolated from the Mexican hospital had different 5Ts than strains from
GenBank (ST167, ST2731, and ST549). eBURST analysis showed that ST2731 and ST549
of strains PE52 and IPE63, respectively, did not have a relationship with the international
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high-risk clones. On the other hand, ST167 (strains PE21 and PES3) is derived from group 0,
where high-risk ST111 is also found; however, they are not within the same clonal complex
because they only shared two alleles [31].

To know the worldwide dissemination of the ST167, we consulted the MLST database,
founding four strains, of which two were clinical strains from Mexico (Accession numbers:
GCF_000795625. 1and GCF_000794515.1) carrying blapp.is and blipp.g2; one strain from
the United States (Accession number: GCF_000480475.1) and one strain from a country
no reported (Accession number: GCA_021693455.1) (Table S3), Based on the criteria
for defining a high-risk clone, ST167 could be considered as a “local high-risk clone”,
because while it has not been reported causing infections worldwide, it is associated with
nosocomial infections in Mexico [32].

The pangenome represents the total number of genes in a study group [33] and based
on the persistence of genes in the genome, it was divided into four classes: (1) core genome,
(2) softcore genome, (3) shell genome, and (4) cloud genome [15,34]. The pangenome of
the sixty-five genomes analyzed consists of 20,911 genes. In other studies that included
17, 23, and 18 genomes, the pangenome size was smaller (9344, 9786, and 12,775 genes,
respectively) [15,35,%], while the analysis of the pangenome with a size of 54,272 genes
used 1311 genomes [37].

These differences may be influenced by the number of genomes analyzed in each
study because the pangenome increases with the number and diversity of strains added
to the analysis [15]. On the other hand, the core genome comprises genes involved in
bacterial survival, and its size decreases concurrently with the addition of genomes to
the analysis [33]. In our study, the core genome size comprised 4246 genes; in contrast,
other studies haye reported larger core genomes 5233 [35], 4910 [15], and 5109 [35] genes
in strains isolated from different sources. Other factors that could influence this are the
diverse nature of the strains and the different annotation tools used [15].

The soft-core, shell, and cloud genomes showed 8§98, 1709, and 14,058 genes, respec-
tively, which was different compared with other studies that included strains isolated from
various infection sites {19,40],

The accessory genome is composed of genes acquired through horizontal transfer
due to exposure of the bacterium to its host, environment, or other bacteria, providing
adaptative advantages to the bacterium [41], Therefore, we constructed a dendrogram
based on the accessory genome and did not observe any correlation with the isolation site;
these genomes were clustered based on their ST. However, since the tree’s construction was
based on the presence or absence of accessory genome genes, it could indicate that strains
grouped in the same clade also carry similar acquired genes in their accessory genome. To
corrobarate this, we constructed phylogenetic trees based on the core genome, SNPs, and
MLST, whene we could observe that strains dlustered again conceming their ST this was
also reported in another study [42].

Comparing the genome of the strains from the Mexican Hospital revealed that each
strain had strain-specific genes, with strain PES2 holding the largest number of these genes.
These strain-specific genes are typically invelved in niche adaptation [43]. On the other
hand, previous studies have reported that strains PE21 and PES3 exhibit similar phenotypic
profiles of resistance and genotypic characteristics [+£]. In the genome comparison, we
observed that they also shared many genes.

We analyzed antimicrobial resistance and virulence genes because the accessory
genome ks often composed of these genes [45]. We found that the genes hlaoya.so and
bapao (betaslactam resistance), fosA (fosfomycin resistance), and aph{3")-li (aminoglyco-
side resistance) were present on the chromosome of all strains studied, including reference
strains PAOT and PA14; in other studies, these genes have also been identified in all strains
included [15,46), suggesting that they are conserved genes in 1 agruginaso.

On the other hand, the calB7 gene (responsible for chloramphenicol resistance) was
absent in only two genomes. This gene has been found exclusively in the chromosome of P,
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seruginosa strains but not in other bacteria [ 15,47]; however, in other studies, the absence of
this gene has already been reported in some strains of P2 aeruginesa [30,45].

OXA-50 is an intrinsic class D oxacillinase of P acriginesa that has a narrow,
hydrolysis profile against antibiotics such as ampicillin, benzylpenicillin, cephaloridine,
cephalothin, nitrocefin, piperacillin, and imipenem [49]. The OXA-50 family consists
of 43 variants according to the Beta-lactamase Database (until Aagust 1 2022) [50]. In
this study, we searched for the distribution of these variants among the three genomes
groups; blaoy sz and Wiroxa-sa4 were the most prevalent in the genomes of urinary and
environmental strains, respectively. However, iy, s was the most frequently found
in the genomes of sputum strains, Compared to OXA-50, OXA-488 is three times more
efficient against benzylpenicillin and twice more efficient hydrolyzing imipenem |51}, This
could be due to the continuous selection pressure caused by the indiscriminate use of beta-
lactams, which has led to the emergence of OXA-50 variants with an improved hydrolysis
spectrum against imipenem,

P, aeruginesa is also capable of acquiring antibiotic-resistance genes. In this study,
we did not observe any correlation between the presence of these acquired resistance
genes and the site of isolation of the clinical strains. However, some clinical genomes
exhibited antibiotic-resistance genes that are commonly found in genera other than Psen-
domonas [52-54]. This may be due to the fact that urinary tract and pulmonary infections
are often polymicrobial [55,56), and the close contact and interaction with other species
may have facilitated genetic exchange between bacteria coexisting in the same niche. These
results support the findings of Freschi and collaborators [37], who showed that honzental
gene transfer events are involved in the acquisition of antibiotic resistance genes. Although
this study provides knowledge about the behavior and dynamics of P> aeruginosa in different
niches, a more significant number of genomes from other niches could be included for a
better understanding.

It is important to highlight that bl was more predominant in strains isolated from
urine, especially in strains isolated from the Mexican Hospital. This notable difference
could be related to selection pressure within the hospital and the consequent selection of
carbapenem-resistant strains carrying this resistance gene. In fact, this hospital reported
Diapyp as the most prevalent carbapenem-resistance gene [44]. In addition, bacteria in the
same niche could be influencing the acquisition of this resistance gene.

On the other hand, crpP was found in both clinical and environmental genomes.
However, it was the only acquired resistance gene identified in environmental strains,
which is consistent with another study [57]. In addition, this gene was previously associated
with resistance to the antibiotic ciprofloxacin [58], However, 8 recent study has concluded
that CrpP is not responsible for ciprofloxacin resistance in E. cali [59].

Interestingly, some antibiobc-resistance genes were associated with mobile/ mobilizable
genetic elements, Such as Wiy, Wlapmg, Maoxs, Piges, blayyg genes that were associated
with classical and partial class 1 integrons, consistent with other studies [42,60,61]; while
blagpe and blanpag, Masgy were associated with insertion sequences and transposons,
similar to reported by other authors [62-64]. Commaonly, transposons and integrons are
localized within plasmids and integrative conjugative elements [65], which coincides with
our findings. Notably, the arpP gene was initially identified on a plasmid [55]; however,
in this and another study, it was localized in ICEs [66]. Similarly, ca?B7 was identified in
1CEs, which could be related to the loss of this gene in some genomes. The identification
of antibiotic-resistance genes carried by mobile /mobilizable genetic elements suggests an
increased passibility of horizontal gene transfer within or between different isolates, species,
and environments [67]. On the other hand, the low number of MGEs in the genomes of
environmental strains compared to the genomes of clinical strains, could be related to the
fact that they did not have horizontally acquired resistance genes since these are regularly
carnied by MGEs.

The number of plasmids in P, aeruginosa found in this study is lower than in other
bacteria, such as Enterobacteriales [68]. However, the urinary strains carried more plasmids,

196



Anditviotics 2023, 12, 806

1Zof21

highlighting the strains from the Mexican hospital. This result suggests that plasmid-
mediated resistance could be the main mechanism of resistance in this hospital.

CRISPR-Cas systems have been found to play an important role in shaping the ac-
cessory genome [69] because they restrict horizontal gene transfer and bacteriophage
infection [70]. To know whether CRISPR-Cas systems would be play a role in plasmid
acquisition, we correlated their presence and absence with the presence of plasmids, Al-
though most genomes presented CRISPR-Cas systems but not plasmids, some genomes
carried both, which may be due to the presence of anti-CRISPR-Cas proteins whose function
15 to inhibit the activity of these systems [71] or because the spacers could be targeted to
other mobile genetic elements. However, we did not analyze CRISPR spacer sequences. In
cantrast, the Mexican strains had plasmids and CRISPR-Cas systems but did not present
anti-CRISPR.

On the other hand, CRISPR-Cas systems have been associated with small genome
sizes and reduced abundance of ICEs [72]. In contrast, the genomes of environmental
strains had fewer CRISPR-Cas systems, a smaller genome size, and a reduced number of
ICEs in comparison with the genomes of sputum and urinary strains.

Additionally, two plasmids carried CRISPR-Cas, which seemed interesting to us, so
we searched for the type of system it had, finding that it was system type IV. This type of
CRISPR-Cas has only been found in plasmids and other mobile genetic elements, and it has
been hypothesized that its main function is to eliminate competing plasmids [73,74]. The
above has been studied in archaeal and bacterial plasmids {including the Gamnmprotenhace-
ria), finding that many spacers of type IV CRISPR-Cas systems carried by plasmids matched
sequences from other plasmids [74]. In plasmids of Klebsieila pneumoniae, something similar
was found [75]; however, this remains unclear in P, aeruginesa,

It is imporntant to note that some genomes only had orphan CRISPR arrays (lacking
Cas), which are usually considered vestigial. However, it has been found that some CRISPR
of this type in £. colf could be functional [76]; in P eeruginesa, this remains unclear

P. aeruginosa can also acquire resistance through chromosomal mutations. In this study,
we found antibiotic resistance-related mutations in anmpl?, ampR, oprD, gyrA, gyrB, parC,
parE, and par§ genes. OprD is an outer membrane protein involved in the diffusion of small
peptides, basic amino acids, and carbapenems into the cell [77], However, alterations in the
structure/expression or loss of OprD) cause decreases in susceptibility to carbapenems [75].
Analysis of oprD revealed that carbapenem resistance-related mutations were mostly found
in the genomes of urine and sputum strains, as reported in other studies with clinical
strains [44,79]. In contrast, deletions in the oprD sequence can generate Loop L7-short,
which Is assoctated with meropenem susceptibility phenotype [79,80]; interestingly, this
oprD genotype was mostly found in the genomes of environmental strains.

The resistance to fluoroquinolones may be due to mutations in quinolone resistance
determinant regions (QRDRs) in DNA gyrase (gwrA and gurB) and topoisomerase IV
(parC and parE) subunits [51], which were observed in the genomes of urine and sputum
strains but not in the genomes of environmental strains. The absence of these mutations
in environmental strains could suggest that they were not exposed to selection pressure
since, although the environment may suffer antibiotic contamination because of human
activity [82], they are not exposed to the same strong selection pressure for antibiotics as
the hospital bacteria.

The production of the cephalosporinase Amp( is an intrinsic mechanism of resistance
to beta-lactam antibiotics in P aeruginosa. However, it can be potentiated by mutations in
ampR {transcription factor) and anp D (cytosolic amidase) that cause amipC derepression [75].
We observed that mutations in AmpD, which lead to AmpC derepression, were most
prevalent in genomes of urinary strains (1 = 7), followed by environmental (1 = 5), and
to a lesser extent in genomes of sputum strains (# = 3). In contrast, only one genome
from a urinary strain carried a mutation in the ampR gene leading to AmpC derepression.
On the other hand, ampC polymorphisms caused by mutations increase its hydrolytic
activity towards cephalosporins [83]. AmpC polymorphisms were observed in almost all
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studied genomes except for two (one sputum strain and one environmental strain). To
date, 533 Pseudomonas derived cephalosporinase (PDC) variants have been described
(until December 2022) [50]. However, this study did not focus on searching for variants,
and we do not know if their distribution could be related to the isolation sites of the
studied genomes.

Some mutations in ParS (the sensor kinase of the dual-component ParR /S system)
are related to colistin resistance and were observed only in clinical strains, being more
prevalent in sputum strain genomes (n = 3). It is important to mention that our study has
some limitations, such as the fact that we do not know the phenotypic profile of antibiotic
resistance and cannot relate it to its resistance genotype.

Itis important to note that environmental strains only carried intrinsic resistome genes,
and some mutations in these genes were identified, which may indicate that mutations in
resistance-related genes are the main mechanisms in environmental strains and not the
acquisition of genes through horizontal transfer.

P aeruginosa uses a type 3 secretion system to release effector toxins (ExoS, ExoT, Exol,
and ExoY) directly into host cells, which aid colonization and immune evasion. In this
study, variation in the presence and absence of virulence genes was most evident in these
effector proteins. £xoS encodes a cytotoxin with GTPase activating protein (GAP) activity
and adenosine diphosphate ribosyl transferase (ADPRT} activity [84] and is mostly found
in the genomes of urinary tract strains.

On the other hand, Exol is a eytotoxin with phaspholipase A2 activity that causes lysis
and necroptosis in epithelial cells, macrophages, and neutrophils [55]. Exol production has
been shown to contribute to the developing of severe pneumonia in a mouse model [36] and
poor cutcomes 1n patients with ventilator-associated pneumonia [57], exold was primarily
found in strains isolated from sputum; however, in other studies, it has also been found in
eye isolates [15,85]. Similarly, it has been suggested that because the expll gene is absent
in PAO1 and is carried by genomic islands, it may have been acquired through horizontal
transfer [10] to provide adaptive advantages in its ecological niche.

For reasons that are not entirely clear, exold and exo$ are mutually exclusive. However,
strains carrying both cytotoxins have been found in this and other studies [59,90]. One
pussible explanation suggested is that they provide enhanced fitness in distinet ecological
niches [91).

ExoY is an adenylyl cyclase whose action disrupts the actin eytoskeleton, inhibits bac-
terial uptake by host cells, and increases endothelial permeability; however, the significance
of ExoY in infections remains unclear [92]. The exeY gene was mostly observed in genomes
of both urinary and environmental strains. However, other studies have also observed it in
strains isolated from the eye and cystic fibrosis [15]. ExoT is the most prevalent effector in
genomes of cinical and environmental strains of P aeruginasa [19,93] This study found it
in 100% of the genomes analyzed.

On the other hand, the prevalence of plcN, plcH, lasB, and toxA genes was 100%
(except for pleN) in the three isolation sources, contrary to what was abserved by Hassuna
et al, {2020) in isolates from respiratory tract infections [90]. On the other hand, plcB
and plcH were detected in 98,7% (153/155) and 96.1% (149/155) of strains recovered
from nosocomial infections and community-acquired infections [%4), indicating that they
are highly conserved in the P acrugingsa genome. The reason for the differences in the
distribution of these genes in different studies remains unclear. Finally, pldA was mostly
found in the genomes of sputum strains. In another study, it was also mostly found in
isolates responsible for an acute lung infection and, to a lesser extent, in urinary tract
infection isolates [95]. In addition, it has been suggested to play a role in chronic lung
infection in rats [95],

It is important to note that although virulence genes were more prevalent in clinical
strains, they were also present in lower amounts in genomes of environmental strains, as
has been observed by another author [97], This would reinforce the understanding that
environmental strains can also cause infections [17] and be a potential risk factor for human
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health [98] and highlights the prevalence of virulence genes that could vary about the
isolation site.

4. Materials and Methods
4.1. Bacterial Genomes

Four strains of P aeruginosa multidrug-resistant and carbapenem resistant recovered
from a Mexican Hospital, were included in this study: strains PES2 (Accession number:
JARDUUD00D00000), PE63 (Accession number: JARDUWO00000000), and PES3 (Accession
number: JARDUXOD000000) were isolated from urine, and strain PE21 (Accession number:
JARDUVOD0DD0000) was isolated from sputum. The phenotype of sensibility and some
molecular resistance mechanisms were previously deseribed [44]. Genomic DNA was
extracted using the Wizard™ Genomic DNA Purification Kit (Promega Corporation. Ma,
USA}, and whole genome sequencing was made by lllumina Miseq 2 x 150 bp, with
5 million paired end reads in the ‘SNPSaurus Genomics to Genotype™ hitps:/ /wiww
snpsaurus com/ (accessed on 1 September 2019). The quality of the paired-end reads it was
measured by FastQC version 3.9.0 [99]. SPAdes version 3.9.0 [100] was used to generate the
de novo assemblies, and the quality was analyzed with QUAST (Quality Assessment Tool
for Genome Assemblies) [101]. Finally, the genome sequences were annotated with Prokka
version 1,12 [1(2],

In addition, 59 complete genomes from the GenBank database were downloaded in
order of appearance available until June 2021, and the sources of isolation were obtained
from the submitters’ information in GenBank, For the comparison, we included 19 genomes
from strains isolated from urinary samples, 20 from sputum samples (non-cystic fibrosis
patients), and 20 isolated from the environment. In addition, the genomes of the reference
strain P arruginosa PAOI (Accession number: NC_002516.2) and PA14 (Accession number:
CPO00438.1) were included.

4.2 MLST (Muitilocus Sequence Typing)

The sequence type (ST) of 65 genomes was identified using the MLST tool from the
Center for Genomic Epidemiology https:/ /cge food diudk /services /MLST/ {accessed
on | February 2020) [103], which utilizes the MLST allele sequence and profile data from
PubMIST.org. The ST is determined by combining the allelic variation of 7 P. aeruginosa
housekeeping genes (acsA, ak, guaA, nutL, nuoD, ppsA, and brpE). The clonal complex of
sequence types (ST) was determined with PHYLOVIZ [104] using goeBURST (a refinement
of the eBURST algorithm) to generate a complete minimal spanning tree (MST),

4.3. Genmome Compririson of Strains tselated from the Mexican Hospital

The genomes of strains PE21 isolated from sputum, PES2, PE63, and PES3 isolated
from urine, and the reference strain PAOT, were included in this analysis. Roary version
3.12.0 [105] was used to identify genes shared between strains and unique genes. The
Roary file “gene_presence_absence.csv” was used to generate the Venn disgram, and
the Venn diagram was performed with the online tool “calculate and draw custom Venn
diagrams” [106].

4.4, Comparative Analysis of Strains from Three 1sotation Sources

Sixty-five strain genomes were included in the pangenome analysis, Roary version
3.12.0 [105] was used to perform pangenome analysis, which uses the GFF3 files gen-
erated by Prokka to identify the core genome, soft core, shell genes, and cloud genes.
Roary_plots.py script was used to visualize the pangenome. The phylogenetic tree based
on single nucleotide polymaorphisms (SNPs) was built using Parsnp v1.2 [107] with the

"-c” flag enabled, including the previous 65 strain genomes and PA7 as the outliner strain.

ITOOL v6.5 [108] was used to visualize the ‘newick’ files generated by Roary and parsnp.
Seven concatenated sequences of the STs were obtained for the MLST database. MEGA
version 11.0.10 was used to construct the MLST dendrogram wsing the UPGMA method.
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4.5. Resistomye Analysis

ResFinder version 4.1 was used to detect antibiotic resistance genes using default
parameters. Mutations associated with antibiotic resistance leading to amino acid changes
were identified using cluster OMEGA [10%]. Amino acid changes were searched manually
using P aeruginosa PAO1 genes as a reference. Heatmaps and graphs werne constructed
using the Bioconductor and ggplot2 packages, respectively [110,111] from RStudio version
1.4.1106 [112].

4.6 Virulence Analysis

Virulence-associated genes were identified using the Virulence Factor of Pathogenic
Bacteria database (VFDB) [112], The P geruginosa PA14 strain was used as a reference
because it is exoll positive, which is considered highly virulent.

4,7. Molnle Genetic Elements (MGEs)

Integrative Conjugative Elements (ICE) and Integrative and Mobilizable Elements
(IMEs) were identified with the Web tool for ICE/IME detection of bacterial genomes:
ICEfinder) [114]. Furthermore, mobile genetic elements such as simple transposons (Tn),
composite transposons (CTn), and insertion sequences (IS} were analyzed with Mobile Ele-
ment Finder version 1.0.3 [115]. Placnetw [116] was used to determine plasmid sequences,
and MOBscan [117] was used to search the relaxase MOB families in the genomes, In
addition, the online tool CrisprCasFinder [115] was used to identify "clustered regularly
interspaced short palindromic repeats” and CRISPR-associated proteins (CRISPR-cas) on
both chromasomes and plasmids of all genomes. Finally, AcrFinder was used to search
anti-CRISPR systems [119],

5. Conclusions

In the present work, we compare the genomes of strains isolated from urine, lungs,
and environment. When performing the phylogenetic analysis of genomes from a Mexican
hospital and from the GenBank from different niches, we observed that the genomes wene
clustering according to their ST and not the niche. The high-risk STs (51235, 51773, and
ST27) were present in genomes from the three niches except for the Mexican genomes, and
these last three (ST167, ST2731, and ST549) differed from the GenBank genomes, However,
the analysis of the genomic content showed that environmental genomes had genes in-
volved in adaptation to the environment that were not present in clinical genomes besides,
these genomes had mutations in antibiotic resistance-refated genes as the main resistance
mechanism. In contrast, clinical genomes had resistance genes reported in Peendonronas and
Enterobvcterin, and these genes were in mobile/ mobilizable genetic elements in the chromo-
some, except for the Mexican genomes, which carried them mostly in plasmids. This was
in concordance with the presence of CRISPR-Cas and anti-CRISPR, except in the Mexican
genomes that only had plasmids and CRISPR-Cas. On the other hand, when analyzing
the blagy . vanants, we found bliox s 4as, which has higher activity against carbapenems,
was more prevalent in sputum genomes. The virulome analysis showed exoS was most
prevalent in the urinary genomes and cxold and pidA in sputum, This study evidences the
variability of genetic content among £ aeruginesa isolates from different niches,

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: hittps
Jfwwwmdpicom /article / 1103390 fantibiotics 12050866 /s1, Table S1: General features of the drafts
of four P! acneginose strains from the Mexican Hospital. Table 52: General features of P acruginess
genomes included in this study: Table $3: Strains with ST167 reported in the MLST database. Figure S1:
Duldmgxam generated from the core genome, Figure S2: Phylogenetic tree based on presence and
e of ac ¥ B from 65 strains. Figure $3: Phylogenetic tree generated based on SNPs.
Figure S4: ST of the genomes of urinary, sputum and environmental strains, Figure 55 blagy 450
family variants of strain genomes of urinary, sputum and environmental. Figure S6: Presence and
absence of MOB relaxases, chromosomal CRISPR-Cas systems, plasmid CRISPR-Cas systems and
ant-CRISPR systems. Figure S7; Mobile Genetic Elements carrying beta-lactams resistance genes
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found in plasmids, Figure S8: Mobile Genetsc E) ts carrying beta-lactams resistance genes found
In Integrative Conjugative Elements with type 4 secretion systems complete, Figure 59: Presence and
absence of MOB relaxases, chromoesomal CRISPR-Cas systems, plasmid CRISPR-Cas systems, and
ant-CRISPR systems.
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