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Resumen y Abstract IX

Resumen

Seguimiento epidemiolégico de los perfiles gendmicos de resistencia a
antibiéticos, en aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa mediante
secuenciacion de genoma completo (WGS)

Pseudomonas aeruginosa es uno de los principales microorganismos causantes de
Infecciones Asociadas a la Atencién en Salud, importante en el contexto epidemiolégico
actual debido a la emergencia de resistencia a los carbapenémicos. Teniendo en cuenta
este planteamiento, el objetivo general del estudio consistié en realizar el seguimiento
epidemioldgico de los perfiles genémicos de resistencia a antibioticos, en aislamientos
clinicos de P. aeruginosa mediante secuenciacion de genoma completo (WGS). Para ello,
se planted un estudio prospectivo, descriptivo en una institucién hospitalaria de tercer nivel
de complejidad en Bogota-Colombia, durante los afios 2019 y 2020; se analizaron
aislamientos clinicos de P. aeruginosa provenientes de pacientes internados en los
servicios de UCI y hospitalizacién. Se obtuvieron 43 aislamientos provenientes de 32
pacientes, secuenciados utilizando las plataformas lllumina y Oxford Nanopore. En cuanto
a los genomas analizados, se anotaron 95 genes diferentes mediadores de resistencia,
encontrandose la presencia del gen blaKPC-3, este es el segundo reporte de blaKPC-3 en
P. aeruginosa en Colombia. Se detectd la presencia 14 secuencio-tipos (ST), siendo el
ST111 el mas frecuente, adicionalmente se identificaron 7 nuevos ST que a la fecha no
han sido reportados. A partir de un arbol de SNP (Single Nucleotide Polymorphism), se
evidencio la presencia de 3 grupos clonales. En conclusion, la investigacion epidemiolégica
y gendémica combinada permitié identificar las variaciones intrapaciente a nivel de perfiles
gendmicos de resistencia y la diversidad genética de los aislamientos de P. aeruginosa, lo
cual posibilité establecer posibles rutas de transmision entre pacientes vinculados por

proximidad en periodos de tiempo y espacio.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, Infecciones Asociadas a la Atencién en Salud,
Resistencia a antibioticos, Seguimiento epidemiolégico, Secuenciacion de Genoma

Completo (WGS), Secuencio-tipos (ST), Grupos clonales.



Abstract

Epidemiological tracing of the genomic profiles of antibiotic resistance in clinical
isolates of Pseudomonas aeruginosa using Whole Genome Sequencing (WGS)

Pseudomonas aeruginosa is one of the main microorganisms that cause healthcare-
associated infections (HAIs), important in the current epidemiological context due to the
emergence of resistance to carbapenems. Taking this into consideration, the general
objective of the study was to perform the epidemiological tracing of the genomic profiles of
antibiotic resistance in clinical isolates of P. aeruginosa using Whole Genome Sequencing
(WGS). For this, a prospective and descriptive study was proposed in a third level hospital
in Bogota-Colombia, during 2019 and 2020; clinical isolates of P. aeruginosa from patients
of ICU and hospitalization services were analyzed. 43 isolates from 32 patients were
obtained and sequenced using the lllumina and Oxford Nanopore platforms. Regarding the
analyzed genomes, 95 different resistance mediator genes were annotated, finding the
blaKPC-3 gene which is the second report of blaKPC-3 in P. aeruginosa in Colombia. The
presence of 14 sequence-types (ST) were identified, being the ST111 the most frequent;
in addition, 7 new STs that have not been previously reported were identified in this study.
From a SNP (Single Nucleotide Polymorphism) tree, the presence of 3 clonal groups were
evidenced. In conclusion, the epidemiological and genomic research allowed to identify
intra-patient variations of the genomic resistance profiles and the genetic diversity of the P.
aeruginosa isolates, leading to establish possible routes of transmission between patients

linked by proximity in periods of time and space.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Healthcare-Associated Infections (HAIs), Antibiotic
resistance, Epidemiological tracing, Whole Genome Sequencing (WGS), Sequence-types

(ST), Clonal groups.
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Introduccioén

Los antibidticos son cada vez menos eficaces para tratar infecciones bacterianas. En
consecuencia, se ha pronosticado que las enfermedades infecciosas se convertiran en el
mayor desafio para la salud humana en un futuro préximo. La falta de alternativas
terapéuticas hace que las infecciones causadas por bacterias resistentes a los antibiéticos
representen una amenaza considerable en cuanto a morbilidad y mortalidad a nivel
mundial. Pseudomonas aeruginosa se considera un reto a nivel clinico, debido a que
cuenta con multiples mecanismos de resistencia tanto intrinsecos como adquiridos que le
permiten evadir practicamente a todos los antibiéticos conocidos. El impacto de una terapia
inadecuada para las infecciones causadas por este microorganismo es tan significativo
qgue, de hecho, la Organizaciéon Mundial de la Salud informé en 2017 que P. aeruginosa
resistente a los carbapenémicos se encuentra dentro del grupo "critico" para el que se
requieren nuevos antibidticos con urgencia (Colque et al., 2022) (Horcajada et al., 2019)
(WHO, 2017).

P. aeruginosa representa una preocupacion latente, debido a que las infecciones que
causa pueden llegar a ser fatales, especialmente en pacientes hospitalizados y de las
unidades de cuidados intensivos. Por lo tanto, es importante realizar una vigilancia
periédica de los aislamientos provenientes de estas areas para determinar la presencia de
brotes por los llamados “Clones de alto riesgo”, que se caracterizan por la resistencia a
multiples farmacos y por una estructura genética que comprende elementos genéticos
moviles como integrones, transposones o plasmidos que estan significativamente
asociados con la resistencia a los antimicrobianos y su diseminacion clonal (Sawa et al.,
2020).

Dentro del amplio arsenal de resistencia de P. aeruginosa, las carbapenemasas juegan un
papel fundamental, ya que los carbapenémicos han sido considerados “antibiéticos de
ultimo recurso” para el tratamiento de infecciones graves por Gram negativos. Las
carbapenemasas son enzimas versatiles con diferentes perfiles de hidrolizacién y niveles
de expresiéon. Continuamente se informan nuevas carbapenemasas en todo el mundo,
mientras que las existentes se estan extendiendo gradualmente dentro y entre paises. P.
aeruginosa productora de carbapenemasas se ha convertido en una amenaza para la
salud publica a nivel mundial; Colombia y el resto de Latinoamérica no son la excepcion.

El amplio perfil de hidrélisis de estas enzimas limita sustancialmente las opciones de



tratamiento antibiético, dejando muy pocas o ninguna opcion terapéutica (Garcia-Betancur
etal., 2021)

Actualmente, existen limitaciones a nivel de los sistemas automatizados para pruebas de
identificacion y susceptibilidad a los antimicrobianos, debido a que estos métodos evallan
la resistencia en un entorno muy restringido que no refleja la variacion de la expresion del
fenotipo, especialmente durante procesos infecciosos; ademas la susceptibilidad a los
antimicrobianos puede verse alterada debido a la formacidon de biopeliculas y/o
interacciones sinérgicas o antagénicas con otras especies bacterianas (Su et al., 2019);
sumado a esto, estudios realizados por (Cornforth et al.,2018) determinaron que la
expresion de genes de resistencia se puede inducir a niveles mas altos in vivo que in vitro.
Por consiguiente, y a medida que la Secuenciacion de Nueva Generacion (Next Generation
Sequencing-NGS) se vuelve menos costosa y mas precisa, la Secuenciacion de Genoma
Completo (Whole Genome Sequencing-WGS) ha demostrado ser especialmente Util en
estudios de prediccibn de fenotipos de resistencia antimicrobiana, epidemiologia
hospitalaria y salud publica, al permitir la identificacion y el seguimiento de brotes,
dirigiendo asi las intervenciones de control de infecciones y previniendo una mayor

propagacion de microorganismos multirresistentes (Mitchell et al., 2019).

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, el objetivo principal de este estudio se basé
en el seguimiento epidemiolégico de los perfiles genémicos de resistencia a antibiéticos,
en aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa mediante secuenciacién de genoma

completo (WGS), a partir de:

e La obtencion de las secuencias de los genomas de aislamientos clinicos de
Pseudomonas aeruginosa recolectados en una Institucién hospitalaria en Bogota-
Colombia, entre 2019 y 2020; mediante secuenciacién de genoma completo
(WGS).

e La identificacibn de elementos gendmicos asociados con la resistencia a
antibidticos en aislamientos clinicos colombianos de Pseudomonas aeruginosa.

e La relacion entre los datos genémicos obtenidos por WGS, con datos clinicos,
epidemioldgicos y perfiles fenotipicos de susceptibilidad a los antibioticos,

suministrados por la Institucion hospitalaria participante.
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1. Marco Teorico

1.1 Resistencia a los antibioticos

Los origenes de los genes de resistencia a los antibioticos clinicamente relevantes que se
encuentran en los patégenos humanos de hoy dia, se remontan a antiguos
microorganismos productores de antibiéticos en entornos naturales (Wencewicz & Drive,
2020) siendo asi, la resistencia a los antibiéticos el resultado esperado de la interaccion
de muchos organismos con su entorno. La mayoria de los compuestos antimicrobianos
son moléculas producidas naturalmente y con el fin de sobrevivir, las bacterias han
desarrollado mecanismos para superar su accién. Algunos de estos microorganismos son
"intrinsecamente” resistentes a uno 0 mas antimicrobianos, aunque estos no son el foco
principal del problema, en realidad este deriva del hecho de que una poblacién bacteriana
gue originalmente era susceptible a un antibiético deje de serlo, lo que se conoce
normalmente en entornos clinicos, como "resistencia adquirida" (Munita & Arias,
2016);(Christaki et al., 2020).

Los antibidticos han representado un hito importante para la medicina moderna actual, la
mitad del siglo XX incluso se denominé la "Era de los antibiéticos", y se creia que las
enfermedades infecciosas se erradicarian por completo (Huemer et al.,, 2020). Los
antibiéticos han salvado millones de vidas, pero ademas representan una revolucion en el
ambito médico al contribuir de forma significativa en el avance en multiples campos como
trasplantes, la supervivencia de inmunodeprimidos, las cirugias y los catéteres vasculares;
donde las infecciones son especialmente prevalentes e importantes (Alés, 2015).
Desafortunadamente, el marcado aumento de la resistencia a los antimicrobianos entre los
patégenos bacterianos mas comunes, representa una seria amenaza. De hecho, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha denominado a la resistencia a los antibiéticos
como una de las tres amenazas mas importantes para la salud publica del siglo XXI (Munita
& Arias, 2016).
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En 2019, 1,27 millones de muertes en el mundo, fueron directamente atribuibles a
infecciones por microorganismos multirresistentes (Murray et al., 2022). Segun un informe
reciente, se estima que la resistencia a los antibiéticos causara alrededor de 300 millones
de muertes para el 2050, con una pérdida de hasta $100 billones para la economia mundial
(Munita & Arias, 2016). Esta situacion se ve agravada por la escasez de nuevas
alternativas terapéuticas, lo que desencadena la aparicién de infecciones que son casi
intratables y deja a los médicos sin alternativas disponibles para tratar a los pacientes
infectados.

Entre las principales causas que han contribuido a la aparicion de la resistencia a los
antibidticos, se encuentran: el uso indiscriminado de antibioticos, medidas ineficientes para
el control de infecciones en los centros hospitalarios y dificultades en el acceso a
herramientas para la deteccion fenotipica y genotipica de mecanismos de resistencia, que
permitan realizar un seguimiento epidemioldgico eficaz. Por otra parte, durante los dos
tltimos afios, la pandemia por COVID-19 ha generado un aumento de las tasas de
prescripcion de antibiticos en pacientes criticos (Canton et al., 2020), este fendbmeno
podria generar un impacto a largo plazo en la disponibilidad y el uso de los mismos v,
potencialmente, en el aumento de la resistencia antimicrobiana en microorganismos de

importancia clinica.

1.2 Grupo de patégenos multirresistentes de importancia
clinica
En 2008 Rice y colaboradores, describieron un grupo de patégenos con la habilidad de
“escapar” a la accion letal de los antibiéticos, este grupo fue denominado “ESKAPE”: (E)
Enterococcus faecium resistente a glicopéptidos, (S) Staphylococcus aureus resistente a
meticilina, (K) Klebsiella pneumoniae productora de B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE), (A) Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos, (P) Pseudomonas
aeruginosa resistente a carbapenémicos y (E) Enterobacter spp (Rice, 2008).
Posteriormente en 2009 Peterson y colaboradores, sugieren un cambio de la sigla a
“‘ESCAPE”, en donde incluyen a Clostridium difficile como la nueva “C” e incorporan a

algunas especies de la familia Enterobacteriaceae como la nueva "E" final, esta nueva
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terminologia (ESCAPE) abarcaria no solo a K. pneumoniae (la antigua "K") y las especies
de Enterobacter (la antigua "E final"), sino también los otros patdégenos de importancia
critica que pueden expresar niveles crecientes de resistencia a los antibiéticos (Peterson,
2009).

En febrero de 2017, para enfocar y guiar la investigacion y el desarrollo relacionados con
nuevos antibiéticos, la OMS publico la lista de patdgenos para los que se necesita con
urgencia el desarrollo de nuevos antimicrobianos. Dentro de esta amplia lista, tres
microorganismos del grupo ESCAPE (Acinetobacter baumannii resistente a los
carbapenémicos, Pseudomonas aeruginosa resistente a los carbapenémicos y algunas
especies de Enterobacterias resistentes a carbapenémicos y cefalosporinas de tercera
generacion) fueron designados como "Estado de prioridad #1: critico" (WHO, 2017).

1.3 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo no fermentador, oxidasa positiva,
movil con un flagelo polar monétrico; perteneciente a la familia Pseudomonadaceae, esta
familia se encuentra a su vez en el orden Pseudomonadales, clase Gammaproteobacteria,

filo Proteobacteria y dominio Bacteria (Madaha et al., 2020).

Su genoma es notablemente mas grande que el de la mayoria de las bacterias
secuenciadas, el tamafio varia entre 5,5 - 7 Mbp y esta formado por un cromosoma circular
y un nimero variable de plasmidos. La divergencia en el tamafio del genoma es causada
por el llamado genoma accesorio. La mayor parte del genoma, el genoma central, se
encuentra en todas las cepas de P. aeruginosa con el ADN generalmente dispuesto de
forma colineal, esta altamente conservado entre los complejos clonales; por el contrario,
el genoma accesorio consta de elementos extracromosémicos como plasmidos y blogues
de ADN insertados en el cromosoma en varios loci. Los elementos del genoma accesorio
pueden estar presentes en subgrupos poblacionales de P. aeruginosa, pero también

pueden manifestarse en cepas individuales (Klockgether et al., 2011).

Un rasgo caracteristico de P. aeruginosa, es la formacion de biopeliculas y la produccion

de tintes fluorescentes y sideroforos. Ademas, los microorganismos pertenecientes a este
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género muestran una increible capacidad para utilizar diferentes sustratos y una alta

tendencia a la resistencia a los antibidticos (Mielko et al., 2019).

P. aeruginosa es una bacteria ubicua, habita ampliamente en diversos entornos, tanto
biéticos como abidticos, desde el suelo y ambientes acuaticos hasta tejidos vegetales y
animales(Azam & Khan, 2019). Se ha reportado su presencia en pacientes hospitalizados
y equipos biomédicos (como inhaladores, equipo de dialisis, respiradores, equipos de
anestesiologia y vaporizadores), de ahi que sea uno de los principales patégenos
oportunistas relacionados con Infecciones Asociadas a la Atencién en Salud (IAAS). Un
factor importante en su prominencia como patdgeno es su resistencia intrinseca a multiples
antibioticos y desinfectantes; por consiguiente, las infecciones causadas por este
microorganismo representan una gran preocupacion para la salud humana, especialmente

en el ambito hospitalario(Wei et al., 2020).

1.4 Principales mecanismos de resistencia a los
antibioticos
Para inhibir el crecimiento bacteriano, inicialmente los antibidticos deben atravesar la
membrana para actuar sobre los objetivos intracelulares y también encontrarse en una
concentracion lo suficientemente alta como para ejercer un efecto antimicrobiano frente a
una diana especifica. La captacién de los antibiéticos en P. aeruginosa esta dada de
acuerdo con el tipo de molécula antimicrobiana (Figura 1-1), los aminoglucésidos se
difunden a través de la membrana externa debido a interacciones electrostéaticas entre el
aminoglucésido cargado positivamente y el Lipopolisacarido (LPS) cargado negativamente
y sufren una rapida acumulacién dependiente de la hidrélisis de ATP, una vez dentro de la
célula, se unen a la subunidad 30S de los ribosomas para inhibir la sintesis de proteinas.
Por otro lado, los antibidticos 3-lactamicos se dirigen a las transpeptidasas en la membrana
citoplasmaética, inhibiendo el ensamblaje y entrecruzamiento del peptidoglicano de la pared
celular. Los macrolidos se difunden a través de la bicapa lipidica debido a su naturaleza
hidréfoba, se unen a la subunidad ribosémica 50S y provocan la disociacion del peptidil-
tRNA del ribosoma dentro de la célula y por ultimo, las quinolonas inhiben la ADN girasa y

la ADN topoisomerasa IV (Langendonk et al., 2021).
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De estos procesos de captacion y de los mecanismos de accion cada antibiético, se
derivan los mecanismos clasicos de resistencia (Figura 1-2), siendo los mas relevantes:
baja permeabilidad de la membrana externa, bombas de eflujo y enzimas inactivadoras de

antibioticos, estos mecanismos seran descritos y analizados a continuacion.
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Figura 1-1: Captacién de antibi6ticos en P. aeruginosa.
Tomado de (Langendonk et al., 2021)
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Tomado de (Peleg & Hooper, 2010)

1.4.1 Baja permeabilidad de la membrana externa

La membrana externa de las bacterias gramnegativas, como P. aeruginosa, actia como
una barrera selectiva para prevenir la penetracion de antibiéticos, es una bicapa asimétrica
de fosfolipidos y Lipopolisacaridos, incrustada con porinas que forman canales de proteina
de barril B (Pang et al., 2019). Como uno de los mecanismos de resistencia, P. aeruginosa
limita la entrada de antibioticos al reducir la cantidad de porinas no especificas y
reemplazarlas con canales especificos o0 mas selectivos para absorber los nutrientes

necesarios, lo que reduce la permeabilidad a los antibiéticos (Moradali et al., 2017).
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Generalmente, la familia de las porinas se divide en cuatro clases: las porinas
inespecificas, que permiten la difusion lenta de la mayoria de las pequefias moléculas
hidréfilas; porinas especificas, que poseen sitios especificos para unirse a un conjunto
particular de moléculas; porinas cerradas, que son proteinas de la membrana externa
reguladas por iones responsables de la captacién de complejos i6nicos; y porinas de eflujo,
gue son componentes importantes de las bombas de eflujo. En P. aeruginosa, la proteina
OprF es la principal porina inespecifica; OprB, OprD, OprE, OprO y OprP son porinas
especificas; y OprC y OprH pertenecen a la clase de porinas cerradas. La clase de porinas

de eflujo incluye OprM, OprN y OprJ (Pang et al., 2019).

OprF, es la porina predominante de P. aeruginosa y es responsable de la captacion
inespecifica de iones y sacaridos, incluidos trisacaridos y tetrasacaridos, pero tiene baja
eficiencia para la permeabilidad de antibi6ticos (Pang et al., 2019). Muchas de las cepas
clinicas de P. aeruginosa que muestran resistencia a los carbapenémicos como el
imipenem son deficientes en la porina OprD que facilita especificamente la difusion de
aminodcidos basicos, péptidos pequefios y carbapenémicos en la célula (Moradali et al.,
2017). OprH es la mas pequefia de las porinas de P. aeruginosa, con una masa de sélo
21,6 kDa., la expresion de esta porina es inducida por una baja concentracién de
magnesio, lo que resulta en una mayor resistencia al antibiético policationico polimixina B
(Chevalier et al., 2017).

1.4.2 Bombas de eflujo

Las bombas de eflujo bacteriano desempefian un papel importante en la expulsién de
compuestos tdxicos fuera de la célula y se pueden clasificar en cinco familias: MATE
(Multidrug and Toxic Compound Estrusion), ABC (ATP-Binding Cassette), MFS (Major
Facilitator Superfamily), SMR (Small Multidrug Resistance) y RND (Resistance-Nodulation-
Division) (Pang et al., 2019).

Las bombas de eflujo RND (Resistance-Nodulation-Division), son los principales sistemas
de salida de multiples antibi6ticos P. aeruginosa posee al menos 12 bombas de eflujo RND,
de las cuales cuatro son de relevancia clinica y son los principales contribuyentes a la
resistencia a los antibiéticos a través de bombas de eflujo: MexAB-OprM, MexCD-OprJ,
MexEF-OprN y MexXY-OprM (Langendonk et al., 2021).



26 Seguimiento epidemiolégico de los perfiles gendmicos de resistencia a antibiéticos, en
aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa mediante secuenciacién de genoma
completo (WGS)

La bomba de eflujo MexAB-OprM es constitutivamente activa en cepas nativas de P.
aeruginosa y, junto con otros sistemas de eflujo de RND, causa un nivel bajo de resistencia,
pero también puede contribuir significativamente al desarrollo de resistencia a multiples
farmacos (Langendonk et al., 2021). La expresion constitutiva de MexAB-OprM es
responsable de conferir una susceptibilidad basal baja a casi todos los B-lactdmicos (con

excepcion de imipenem) y fluoroquinolonas (Botelho et al., 2019).

MexCD-OprJ normalmente no se expresa en cepas hativas y es funcional solo en mutantes
nfxB, por lo tanto, no se clasifica como contribuyente a la resistencia natural de P.
aeruginosa (Langendonk et al., 2021). Sin embargo, la alteracién del gen nfxB, conduce a
un aumento draméatico en la produccion de MexCD-OprJ y una resistencia cruzada
significativa a Cloranfenicol, Eritromicina y Fluoroquinolonas. Diferentes mutaciones dentro
del gen nfxB conducen a niveles variables de expresion de MexCD-OprJ, lo que lleva a
aislamientos clinicos con diferentes niveles de resistencia a los antimicrobianos (Zahedi et
al., 2021).

MexEF-OprN, puede expulsar un grupo especifico de antimicrobianos, que incluyen
Cloranfenicol y Trimetoprim. Esta bomba de eflujo, que esté inactiva en las cepas de tipo
nativo, se produce en exceso en los mutantes nfxC, lo que los hace mas resistentes (de 2
a 32 veces). Los mutantes nfxC también exhiben algunos rasgos fenotipicos adicionales,
como una disminucion de la susceptibilidad a los carbapenémicos y una

hipersusceptibilidad a otros B-lactamicos (Juarez et al., 2018).

1.4.3 Enzimas inactivadoras de antibioticos

La produccion de enzimas inactivadoras que degradan o modifican los antibiéticos
constituye uno de los principales mecanismos de resistencia bacteriana. Muchos
antibiéticos tienen enlaces quimicos, como amidas y ésteres, que son susceptibles de
hidrélisis por enzimas comuUnmente producidas por P. aeruginosa, como las

Betalactamasas y las enzimas modificadoras de aminoglucésidos (Pang et al., 2019).
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= Betalactamasas

Los antibiéticos Betalactdmicos constan de un anillo heterociclico de cuatro atomos, tres
de carbono y uno de nitrégeno; su mecanismo de accién consiste la inhibicién de la sintesis
de la pared bacteriana, interfiriendo en la sintesis del peptidoglicano mediante un bloqueo
en la Ultima etapa de su produccion, la transpeptidacion (Gémez et al., 2015). Las
Betalactamasas son enzimas que interfieren con este proceso al hidrolizar el anillo
heterociclico que esta presente en todos los antibidticos betalactamicos, se clasifican
segun diferentes sistemas, la clasificacion de Ambler agrupa las enzimas segun la
secuencia de aminoacidos y el sistema Bush-Jacoby-Medeiros clasifica las enzimas seguin

su funcién y fenotipo (Langendonk et al., 2021)

Se han identificado al menos 120 Betalactamasas pertenecientes a 18 grupos, en aislados
clinicos de P. aeruginosa (Tabla 1-1) (Zhao & Hu, 2010). Las Betalactamasas de clase A
de Ambler, hidrolizan activamente los carbapenémicos y son inhibidas parcialmente por el
acido clavulanico (Yoon & Jeong, 2021). Las de clase B tienen un amplio espectro de
sustratos y pueden catalizar la hidrolisis de practicamente todos los antibidticos
betalactdmicos con la excepcion de los monobactamicos (Palzkill, 2013). La betalactamasa
AmpC contribuye a la resistencia natural de P. aeruginosa y se produce constitutivamente
a niveles basales (Langendonk et al., 2021). Y finalmente, las betalactamasas de clase D
exhiben una actividad mas débil en hidrolizar carbapenémicos y rara vez se detectan en
P. aeruginosa (Zhao & Hu, 2010).

Clase molecular
Tipo

TEM-1, TEM-2, TEM-4, TEM-21, TEM-24, TEM-42, TEM-116, SHV-1, SHV-2, SHV-2a, SHV-5, SHV-12,
CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-43, PER-1, PER-2, VEB-1, VEB-la, VEB-lb, VEB-2, GES-1, GES-2, GES-5,
Clase A GES-8(IBC-2), GES-9, BEL-1, PSE-1(CARB-2), PSE-2(OXA-10), PSE-3, PSE-4(CARB-1), PSE-5(CARB-7),
CARB-3, CARB-4, KPC-2, KPC-5.

IMP-1, IMP-2, IMP-4, IMP-6, IMP-7, IMP-9, IMP-10, IMP-11, IMP-13, IMP-14, IMP-15, IMP-16, IMP-18, IMP-
19, IMP-20, IMP-21, IMP-22, IMP-25, VIM-1, VIM-2, VIM-3, VIM-4, VIM-5, VIM-6, VIM-7, VIM-8, VIM-9, VIM-
Clase B 10, VIM-11, VIM-13, VIM-14, VIM-15, VIM-16, VIM-17, VIM-18, VIM-20, SPM-1, GIM-1, AIM-1.

Clase C AmpC (PDC-1), PDC-2, PDC-3, PDC-4, PDC-5, PDC-6, PDC-7, PDC-8, PDC-9, PDC-10.

OXA-1, OXA-2, OXA-3, OXA-4, OXA-5, OXA-10 (PSE-2), OXA-11, OXA-13, OXA-14, OXA-15, OXA-16,
Clase D OXA-17, OXA-18, OXA-19, OXA-20, OXA-21, OXA-23, OXA-28, OXA-30, OXA-31, OXA-32, OXA-34, OXA-
35, OXA-40, OXA-45, OXA-46, OXA-48, OXA-50, OXA-56, OXA-58, OXA-74, OXA-129, OXA-142, OXA-144,
OXA-145, OXA-147, OXA-161, PoxB, LCR-1.

Tabla 1-1 Betalactamasas identificadas en aislamientos clinicos de P. aeruginosa
Tomado y modificado de (Zhao & Hu, 2010).
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= Carbapenemasas

Las carbapenemasas se definen como Betalactamasas que hidrolizan extensamente al
menos imipenem y/o meropenem. Por lo general, las carbapenemasas pueden estar
codificadas cromosémicamente o estar mediadas por integrones y plasmidos (Zhao & Hu,
2010). Las betalactamasas transferibles con actividad carbapenemasa pueden pertenecer
alas clases A, B o D de Ambler (Nicolau & Oliver, 2010).

= Carbapenemasas de Clase A

Las carbapenemasas de clase A pueden hidrolizar una amplia variedad de Betalactamicos,
incluidos carbapenémicos, penicilinas, cefalosporinas y aztreonam (Zhao & Hu, 2010). En
P. aeruginosa, se han identificado la carbapenemasa de Klebsiella pneumoniae (KPC) y la
betalactamasa de espectro extendido (GES) de Guayana pertenecientes a las
betalactamasas de clase A con actividad carbapenemasa (Yoon & Jeong, 2021).

El primer aislamiento de P. aeruginosa productor de KPC fue identificado en un hospital
en Colombia por (Villegas et al., 2007), seguido de informes posteriores en todo el mundo,
incluido Estados Unidos (Akpaka et al., 2009), Asia (Ge et al., 2011) y Europa (Hagemann
et al., 2018).

= Carbapenemasas de Clase B

Las metalobetalactamasas (MBL) son el tipo mas prevalente de carbapenemasas
producidas por aislamientos clinicos de P. aeruginosa, pertenecen al grupo de clasificacion

de Ambler B, contienen zinc en el sitio activo (Zhao & Hu, 2010).

Las MBL clinicamente mas relevantes en P. aeruginosa son las VIM (Verona Integron
encoded Metallo-B-lactamase) y las IMP (tipo activo en imipenem) (Langendonk et al.,
2021). A menudo se encuentran en integrones junto con otros genes de resistencia, lo que

permite que estos genes se integren en el cromosoma o en pladsmidos y se diseminen a
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través de poblaciones bacterianas. La presencia de MBL provoca una resistencia de alto
nivel contra los carbapenémicos y otros B-lactdmicos con la excepcioén de aztreonam
(Yoon & Jeong, 2021).

P. aeruginosa productora de VIM-2 se ha identificado en paises europeos (Portugal, Italia,
Grecia y Bélgica) y en América Latina, especificamente en Colombia, en donde se reportd
la diseminacién en varios hospitales colombianos de dos linajes predominantes de cepas
de P. aeruginosa productoras de carbapenemasas. Teniendo en cuenta la tipificacion de
secuencias multilocus (del inglés Multilocus sequence typing, MLST), estos linajes
pertenecen a secuencio-tipos (ST) de alto riesgo tipo ST111 y ST235. Ademas, se
identificd ST1492, una nueva variante de locus Unico de ST111. La diseminacion clonal y
la presencia de elementos genéticos moviles probablemente explican la propagacion

exitosa de cepas multirresistentes de P. aeruginosa en Colombia (Correa et al., 2015).

= Carbapenemasas de Clase D

Las enzimas de clase D se caracterizaron inicialmente por su capacidad para hidrolizar
eficientemente Betalactdmicos de tipo isoxazolilo como la oxacilina. Debido a esta
preferencia de sustrato, estas enzimas se conocen tradicionalmente como oxacilinasas u
OXA. Sin embargo, esta clase estd compuesta por subfamilias caracterizadas por diversas
actividades que incluyen especificidad de sustrato como oxacilinas, carbapenémicos o

cefalosporinas (June et al., 2014).

La familia OXA cuenta con 926 miembros y solo varios grupos se consideran
Betalactamasas de clase D hidrolizantes de carbapenémicos, como OXA-23, OXA-40,
OXA-58 y OXA-48, el resto son prevalentes en A. baumannii (Sun et al., 2021).
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= Enzimas modificadoras de aminoglucésidos

Los aminoglucésidos, contienen un anillo de aminociclitol unido a aminoazucares por
enlaces glicosidicos, son un grupo de antibiéticos comiunmente usados en el tratamiento
de infecciones por P. aeruginosa. La resistencia a los aminoglucdésidos en P. aeruginosa
se debe a mudltiples factores, como la reduccion de la permeabilidad de la membrana
celular, el aumento del flujo de salida, los cambios ribosémicos y la modificacién enziméatica
(Pang et al., 2019).

Las enzimas modificadoras de aminoglucésidos (AME) son capaces de catalizar la
modificacion de los grupos -OH o -NH; del nucleo de 2-desoxiestreptamina o las fracciones
de azucar de los antibidticos aminoglucésidos. Existen tres tipos: Acetiltransferasas (AAC),
Nucleotidiltransferasas (ANT) y Fosforil transferasas (APH). Todos estos disminuyen la
afinidad de unién del antibiético a su objetivo al transferir un grupo funcional al
aminoglucésido (Tabla 1-2). Los tres tipos de AME se han observado en P. aeruginosa y
son determinantes comunes de la resistencia a los aminoglucésidos en aislamientos

clinicos (Langendonk et al., 2021).

Enzima Efecto Confiere resistencia a
Kanamicina
Aminoglucésido Transfieren un grupo fosforilo al 3'-| Neomicina
Fosfotransferasa (APH) hidroxilo de aminoglucésidos. Estreptomicina
Gentamicina
Aminoglucésido Transferencia de un grupo acetilo en el | Tobramicina
Acetiltransferasa (AAC) grupo amino en la posicién 3'y 6' de los | Netilmicina
aminoglucoésidos. Kanamicina
Amikacina
Transfieren un grupo adenililo al grupo | Gentamicina
Aminoglucésido amino o] hidroxilo de los | Amikacina
Nucleaotidiltransferasa (ANT) | aminoglucdsidos. Tobramicina

Tabla 1-2 Efecto de las enzimas modificadoras de aminoglucosidos.

Tomado y modificado de (Pang et al., 2019).
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1.5 Pseudomonas aeruginosa en el contexto hospitalario

Existe un aumento alarmante de infecciones por gramnegativos resistentes a los
antibioticos, siendo P. aeruginosa uno de los principales causantes de Infecciones
Asociadas a la Atencién en Salud (IAAS) (Raman et al., 2018). De acuerdo con el Ministerio
de Salud y proteccion Social “Las Infecciones Asociadas a la Atencion en Salud,
anteriormente llamadas nosocomiales o intrahospitalarias son aquellas infecciones que el
paciente adquiere mientras recibe tratamiento para alguna condicion médica o quirtrgica
y en quien la infeccién no se habia manifestado ni estaba en periodo de incubacion en el
momento del ingreso a la institucion” (Ministerio de Salud y Proteccion Social).

P. aeruginosa no hace parte de la microbiota normal de los seres humanos, las tasas de
colonizacién representativas para sitios especificos son del 0 al 2% para la piel, del 0 al
3,3% para la mucosa nasal, del 0 al 6,6% para la garganta y del 2,6 al 24% para las
muestras fecales. Sin embargo, las tasas de colonizacién pueden superar el 50% durante
la hospitalizacion (Lister et al., 2009). Las infecciones por P. aeruginosa en los pacientes
hospitalizados, tienen una mortalidad variable a los 30 dias segun el origen de la infeccion,
desde el 7% en las infecciones del tracto urinario hasta el 48% en las neumonias
bacteriémicas, esto se traduce en un problema importante a nivel de salud publica (Ferreiro
etal., 2021).

Este patégeno oportunista, se encuentra asociado con una gama cada vez mayor de
infecciones agudas y cronicas potencialmente mortales, incluida la fibrosis quistica,
neumonia asociada a ventilador, infecciones del tracto urinario, otitis externa, quemaduras
y heridas, infecciones de huesos y articulaciones, bacteriemia e infecciones sistémicas
(Botelho et al., 2019).

P. aeruginosa es un patdgeno dificil de controlar en el ambiente hospitalario debido a sus
caracteristicas versatiles y ubicuas (Cicek et al., 2021). Es el colonizador mas frecuente de
dispositivos médicos como catéteres venosos (Choudhury et al., 2019); catéteres urinarios,
en donde se relaciona con alrededor del 75 al 80 % de las infecciones del tracto urinario
adquiridas en Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) (Saini et al., 2017); ventiladores
mecanicos, asociandose con mayor riesgo de muerte en UCI’s (Tsay et al., 2016); entre

otros.
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1.6 Secuenciacion de genoma completo (WGS) y su
importancia en el ambito clinico

Con la aparicion de la secuenciacion de nueva generacién (Next Generation Sequencing -
NGS) ha sido posible obtener desde millones a miles de millones de secuencias o
fragmentos del ADN (reads); este hecho ha revolucionado la Microbiologia médica, la cual
ha pasado de un &mbito exclusivamente laboratorial a uno computacional, con la aplicacion

ineludible de la bioinformética (Hernandez et al., 2020).

La secuenciacion de nueva generacion ha permitido reducir tiempo, costos y ha aumentado
enormemente los rendimientos en comparacion con la secuenciacion Sanger (Kumar et
al., 2019). Una de las tecnologias de NGS actualmente mas utilizada se basa en el
enfoque de secuenciacién por sintesis, la tecnologia de secuenciacién lllumina, ha sido
ampliamente adoptada en todo el mundo y es responsable de generar mas del 90 % de

los datos de secuenciacion a nivel mundial (Yoshinaga et al., 2018).

lllumina ofrece una serie de plataformas de secuenciacion que utilizan una estrategia de
amplificacién en puente, mediante la cual los fragmentos de ADN se unen primero a una
celda de flujo y luego se amplifican localmente en un grupo clonal. A continuacién ocurre
la secuenciacion por sintesis, que construye el ADN complementario un nucle6tido por
ciclo, y luego una lectura éptica de nucleétidos marcados con fluorescencia determina su
identidad (A, G, T o C) (Gu et al., 2019). De las plataformas de secuenciacion presentadas
por lllumina, MiSeq se ha consolidado como la mas adecuada para el uso en laboratorios
microbioldgicos, debido a que es el Unico secuenciador de mesa que permite obtener reads
con una longitud de hasta 600 pb (utilizando extremos pareados) y exactitud de lectura de
mas del 99,9% (Hernandez et al., 2020).

NGS ya se aplica en varios laboratorios de Microbiologia en el mundo, se utiliza para el
manejo de brotes, deteccion molecular de casos, caracterizacion y vigilancia de patégenos,
identificacion rapida de bacterias, taxonomia y metagenémica. Las ventajas de usar la
secuenciacion del genoma completo (WGS) se basan en la implementacién de NGS para
estudios epidemiolégicos e investigaciones de salud publica, siendo especialmente
importante y Gtil en la deteccion de brotes y el seguimiento de la evolucion y la dinamica

de patégenos resistentes a multiples farmacos (Deurenberg et al., 2017).
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1.7 Epidemiologia de Pseudomonas aeruginosa

En los dltimos afios, la propagacion mundial de los llamados clones de alto riesgo de
Pseudomonas aeruginosa multirresistentes (Multidrug-resistant -MDR) o extremadamente
resistentes (Extensively drug-resistant-XDR), se ha convertido en una amenaza para la
salud publica. Existe un aumento de la prevalencia de las cepas MDR y XDR de P.
aeruginosa, con tasas de entre 15% y 30% en algunas areas geograficas del mundo
(Horcajada et al., 2019).

A nivel mundial, los patrones de resistencia de P. aeruginosa varian sustancialmente. Hoy,
las tasas mas altas de resistencia antimicrobiana se encuentran en América del Norte,
Central y del Sur, Europa occidental y central, China, India y el sudeste de Asia. Los linajes
de P. aeruginosa ST235 y ST175 han surgido como dos clones dominantes de alto riesgo,
dispersos globalmente y siguen siendo un contribuyente importante a las Infecciones

Asociadas a la Atencidon en Salud (De Oliveira et al., 2020).

Los clones actuales de alto riesgo de P. aeruginosa, que cumplen con los requisitos de
dominancia global y asociacién con el fenotipo multirresistente, incluyen 10 linajes de P.
aeruginosa que pertenecen a ST235, ST175, ST111, ST233, ST244, ST277, ST298
(CC445), ST308, ST357 y ST654 (Figura 1-3). Se ha identificado que los linajes ST111,
ST175 y ST235 resistentes a multiples farmacos portan islas genémicas. Si bien los 10
clones de alto riesgo son relevantes para la produccion de metalobetalactamasas, ST235
y ST111 son, con mucho, los productores de carbapenemasas mas preocupantes,
asociados no solo con las carbapenemasas de clase B sino también con las de clase Ay
D. El clon dominante ST235 a menudo se asocia con mal prondstico clinico debido a su
resistencia a multiples antibiéticos. El segundo clon dominante de P. aeruginosa es ST111,

que se ha identificado en los seis continentes excepto en Oceania (Yoon & Jeong, 2021).

De acuerdo con estudios realizados por el Programa de Vigilancia Antimicrobiana SENTRY
durante el periodo de 1997 a 2016, se analizaron 52.022 aislamientos de P. aeruginosa
provenientes de mas de 400 hospitales a nivel mundial. Obteniéndose que el fenotipo MDR
de P. aeruginosa se aisl6 con mayor frecuencia en América Latina con un 41,1%;
destacando las altas tasas de resistencia a los carbapenémicos encontradas en los
hospitales brasilefios causadas principalmente por la propagacion del clon XDR P.
aeruginosa ST277 (Shortridge et al., 2019).
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Figura 1-3 Clones epidémicos de P. aeruginosa de alto riesgo productores de
Carbapenemasas, identificados a nivel mundial.
Tomado de (Yoon & Jeong, 2021)

En Colombia, el Instituto Nacional de Salud (INS) a través del Sistema de Vigilancia en
Salud Publica (Sivigila), realiz6 el andlisis del comportamiento de 1214 aislamientos de
Pseudomonas spp. en el periodo comprendido entre 2012 a 2020 (Figura 1-4), observando
la presencia de carbapenemasas en 18 departamentos del territorio nacional, distribuidas
de la siguiente manera, VIM:67,2%; KPC:32,1%; GES:0,4%; NDM:0,2% y IMP:0,1%
(Instituto Nacional de Salud, 2021).

Aislamientos
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Figura 1-4 Distribucién geografica de carbapenemasas en Pseudomonas spp. Colombia
2021.
Tomado de (Instituto Nacional de Salud, 2021)
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2. Objetivos

Objetivo general

Realizar el seguimiento epidemiolégico de los perfiles gendémicos de resistencia a
antibioticos, en aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa mediante

secuenciacion de genoma completo (WGS).

Objetivos especificos

1. Obtener las secuencias de los genomas de aislamientos clinicos de Pseudomonas
aeruginosa recolectados en una Institucion hospitalaria en Bogota-Colombia, entre

2019 y 2020; mediante secuenciacion de genoma completo (WGS).

2. ldentificar elementos gendmicos asociados con la resistencia a antibiéticos en

aislamientos clinicos colombianos de Pseudomonas aeruginosa.

3. Relacionar los datos genomicos obtenidos por WGS, con datos clinicos,
epidemioldgicos y perfiles fenotipicos de susceptibilidad a los antibioticos,

suministrados por la Institucién hospitalaria participante.
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3. Metodologia

3.1 Origen de los aislamientos bacterianos

Se plante6 un estudio prospectivo, descriptivo en una institucion hospitalaria de tercer nivel
de complejidad en Bogota-Colombia, durante el periodo (2019-2020); en el marco de un
proyecto interinstitucional, aprobado por el comité de Etica (CEI-HUN-acta-2019-10). Se
recolectaron aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa, obtenidos a partir de
pacientes con procesos infecciosos asociados a la atencién en salud y/o colonizacién y
gue aceptaron participar en el estudio (Anexo A “Consentimiento informado”), la
socializacion y firma de los consentimientos informados se realiz6 de acuerdo con los
lineamientos del Ministerio de Salud y Proteccion Social de Colombia y previa autorizacion

del Comité de Etica de la Institucion hospitalaria participante.

Para cada uno de los aislamientos, el perfil fenotipico de susceptibilidad a los antibidticos
fue determinado en la Instituciébn hospitalaria, mediante el sistema automatizado de

pruebas de identificacion y susceptibilidad BD Phoenix ™ (Becton Dickinson & Company).

Para el transporte de los aislamientos se implementd un protocolo (Anexo B “Protocolo de
recoleccién, transporte y procesamiento general de aislamientos clinicos en el Laboratorio
de Epidemiologia Molecular”) que garantiz6 el traslado seguro de los aislamientos a las
instalaciones del laboratorio de Epidemiologia Molecular del Instituto de Biotecnologia de

la Universidad Nacional de Colombia.
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3.2 Recoleccion y andlisis de los datos clinicos vy
epidemiologicos

Se analizaron las historias clinicas de pacientes de los cuales se obtuvieron aislamientos
de P. aeruginosa a partir de distintos tipos de muestras y que al momento de realizacion
del estudio cursaban con un proceso infeccioso asociado a la atencién en salud (infeccion
yl/o colonizacion), segun criterio del grupo de vigilancia de IAAS institucional; durante el
periodo comprendido entre noviembre de 2019 a diciembre de 2020, en los servicios de
Hospitalizacion y Unidad de cuidados intensivos (UCI).

Cada paciente fue identificado con un c6digo numérico Unico, esto con el fin de proteger
la identidad de los participantes y mantener la confidencialidad de los datos clinicos. Se
analizaron variables sociodemogréficas (edad, sexo, procedencia) y caracteristicas
clinicas como antecedentes médicos, comorbilidades (indice de Charlson), hospitalizacion
previa, Institucion de remision, uso previo de antimicrobianos a nivel intrahospitalario,
diagnéstico previo de IAAS y antecedentes patoldgicos y/o quirtrgicos (Anexo C Formato

de Seguimiento Epidemiol6gico).

El seguimiento se realizé desde el ingreso al Hospital, hasta el desenlace (muerte o alta
de los pacientes), cada nuevo ingreso a un servicio se defini6 como un evento. Para cada
evento se analizaron los siguientes datos: nimero de cama o sala, fecha de
ingreso/egreso, diagnéstico de ingreso, dispositivos, antibioticoterapia, microorganismo(s)

aislado(s) durante la permanencia en el servicio y motivo de egreso.

3.3 Recepcidn y recuperacion de los aislamientos

En el Laboratorio de Epidemiologia Molecular, en condiciones de asepsia y haciendo uso
de la cabina de bioseguridad, se realizé la recuperacion de los microorganismos en Agar
Nutritivo y en el medio selectivo y diferencial para P. aeruginosa, Agar Cetrimide BD

Pseudosel Agar (Becton Dickinson).

Posteriormente, fueron criopreservados por triplicado a -80°C en medio Skim Milk al 10%
y almacenados en el cepario del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de

Colombia.
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3.4 Extraccion de DNA gendémico

La extraccion del DNA gendmico se realiz6 utilizando el Kit comercial PureLink® Genomic
DNA, siguiendo las instrucciones del fabricante (Invitrogen™). La verificacién de calidad y
pureza del DNA se realizd por espectrofotometria (NanoDrop) para evaluar la relaciéon
A260/A280 (DNA pureza Optima 1,8 - 2,0) y A260/A230 (DNA pureza 6ptima 2,0 - 2,2). La
integridad del DNA se evalud por electroforesis en gel de agarosa al 1%, y la cuantificacion
se hizo por fluorometria con el equipo Qubit 4.0 (Invitrogen), empleando el Kit comercial
Qubit dsDNA BR (Thermo Fisher Scientific Inc).

3.5 Elaboracion de librerias gendmicas

Para la elaboracion de las librerias genémicas se utilizé la plataforma de secuenciacién de
lecturas cortas de lllumina (lllumina®, San Diego CA); posteriormente se seleccionaron
siete muestras para ser complementadas con la integracién de lecturas largas, obtenidas

por la tecnologia de secuenciacion Oxford Nanopore (Oxford Nanopore, Oxford, UK).

3.5.1 Elaboracion de librerias gendmicas por Illlumina

A partir del DNA gendémico (DNAg) extraido, se realizaron las librerias gendémicas
empleando el kit comercial lllumina DNA Prep (lllumina®, San Diego CA), segun las
instrucciones del fabricante (lllumina DNA Prep Reference Guide, 2020). En resumen, se
realiz6 la tagmentacion del DNAg empleando transposomas unidos a perlas (BLT- Bead
Linked Transposome). El DNA tagmentado se amplific6 mediante un programa de PCR de
ciclo limitado, el paso de PCR agreg0 el indice 1 (i7), indice 2 (i5) y secuencias necesarias

para la generacion de clasters.

Posteriormente se realiz6 un proceso de doble seleccion y purificacion del material
obtenido utilizando perlas de purificacion (Sample Purification Beads - SPB). La
cuantificacion de las librerias se hizo por Qubit 4.0 (Invitrogen), utilizando el kit comercial
Qubit Qubit dsDNA HS (Thermo Fisher Scientific Inc), y con el fin de determinar la calidad
de las librerias se utilizo el Analizador de fragmentos Qsep100 Bioptic® para determinar la

distribucion y tamafio de los fragmentos.

Cada libreria fue normalizada a una concentracion de 4nM, posteriormente se elabor6 un

pool de librerias que fue ajustado a una concentracion final de 12pM para realizar la
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secuenciacién. Como control de calidad del experimento, se incluyd la libreria de lllumina
PhiX Control v3 (lllumina®, San Diego CA), derivada del genoma de bacteriéfago PhiX,
esta libreria se encuentra concentrada (10 nM en 10 pl), tiene un tamafio promedio de 500
pb y consta de una composicion de bases equilibrada; proporcionando sefales
fluorescentes balanceadas en cada ciclo para mejorar la calidad general de la ejecucion.

3.5.2 Elaboracién de librerias genémicas por Oxford Nanopore

Las librerias para la secuenciacion por Oxford Nanopore se elaboraron basadas en el
protocolo para preparacion de librerias a partir de DNA gendémico, version:
“‘NBE_9121 v109 _revE_19Jan2021” (Oxford Nanopore Technologies, 2021);utilizando el
kit de ligacion (SQK-LSK109; Oxford Nanopore, Oxford, UK), como modulo
complementario al kit de ligacion se utilizo el kit NEBNext® (New England Biolabs) que
contiene los reactivos para reparacion de extremos y ligacion de DNA. La indexacién se
realizé con el kit de barcodes (EXP-NBD196; Oxford Nanopore, Oxford, UK).

Luego de la indexacion se realiz6 el paso final de ligacidon de la mezcla de adaptadores de
secuenciacion sobre el pool de las librerias. La cuantificacion del pool se realiz6 por Qubit
4.0 (Invitrogen), utilizando el kit comercial Qubit Qubit dsDNA HS (Thermo Fisher Scientific

Inc).

3.6 Secuenciacioén

Para la plataforma lllumina MiSeq, se emple6 el kit v3 600 cycles (lllumina Inc. San Diego
CA), en donde se realiz6 la secuenciacion para la obtencién de lecturas pareadas de 300
pb. Las librerias realizadas por Oxford Nanopore fueron secuenciadas en una celda de
flujo FLO-MIN111 (R10) durante 48 h en la plataforma MinlON Mk1C (Oxford Nanopore,
Oxford, UK). Ambas plataformas de secuenciacion se encuentran disponibles en el area

de secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia.

3.7 Flujo de trabajo bioinformético

Para el procesamiento de las secuencias (reads) obtenidos, se ejecuté un Pipeline
disefiado por el Grupo de Bioinformatica de la Universidad Nacional de Colombia que

permitio el ensamblaje, identificacion de contigs asociados a secuencias de cromosomas
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y pldsmidos, anotacibn de los genomas y analisis del pangenoma
(https://github.com/dctopro/Pipe_Plasmid).

3.7.1 Andlisis de la calidad de los reads y filtrado

A las lecturas pareadas obtenidas por lllumina (reads), se les verifico la calidad utilizando
el programa FastQC v0.11.5 (Andrews, 2010), posteriormente se realiz6 un proceso de
limpieza y filtrado de los reads con la herramienta Trimmomatic v0.36 (Bolger et al., 2014)
gue permitio eliminar secuencias de baja calidad y adaptadores; la evaluacién de la calidad

de los reads luego de la limpieza se realiz6 nuevamente con FastQC v0.11.5.

Para las lecturas FAST5 obtenidas por Oxford Nanopore, se utilizé el algoritmo Guppy
v.6.2.7, que permitio la realizacion de llamada de base (Basecalling), filtrado de lecturas
de baja calidad y recorte de adaptadores; la calidad de las lecturas fue verificada con
FastQC v0.11.5.

3.7.2 Ensamblaje de los genomas

Una vez obtenidos reads de 6ptima calidad, para las secuencias obtenidas por lllumina, se
realiz6 el ensamblaje de novo del genoma completo utilizando SPAdes v3.10.1 (Bankevich
et al., 2012). Para las muestras secuenciadas por Illlumina y Oxford Nanopore se efectu6
un ensamblaje hibrido con Unicycler v 0.4.8 (Wick et al., 2017) que permitio la integracion

de reads cortos y largos.

La evaluacion de la calidad de los ensamblajes se realiz6 con QUAST v5.0.2 (Gurevich et
al., 2013), utilizando el genoma de referencia Pseudomonas aeruginosa PAO1 del Centro
Nacional de Informacion Biotecnol6gica (NCBI) Reference Sequence: NC_002516.2.

3.7.3 Clasificacién bacteriana a partir de secuencias de WGS

Con el fin de confirmar la identidad de los microorganismos secuenciados, se utilizé un
enfoque de redes neuronales recurrentes desarrollado por el grupo de Bioinformética de
la Universidad Nacional de Colombia, que permitio la clasificacion a nivel de género y
especie a partir de las secuencias de genoma completo (Lugo & Barreto- Hernandez,
2021).


https://github.com/dctopro/Pipe_Plasmid

42 Seguimiento epidemiolégico de los perfiles gendmicos de resistencia a antibiéticos, en
aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa mediante secuenciacién de genoma
completo (WGS)

3.7.4 Anotacion

La anotacion de los genomas se realizO con Prokka v1.14.6 (Seemann, 2014), una
herramienta de software de linea de comandos que integra varias herramientas para
prediccion de caracteristicas genémicas dentro de los contigs. Estas herramientas son:
Prodigal (Hyatt et al., 2010), prediccion de secuencias codificantes (CDS); RNAmmer
(Lagesen et al.,, 2007), genes RNA ribosomales (rRNA); Aragorn (Laslett & Canback,
2004), genes RNA de transferencia; SignalP (Petersen et al., 2011), péptidos sefial de
regiones transmembrana y por ultimo la herramienta Infernal (Kolbe & Eddy, 2011) para

RNA no codificante.

3.8 ldentificacion de los elementos gendmicos

mediadores de resistencia

Para el andlisis de los resistomas se utiliz6 la herramienta Resistance Gene ldentifier (RGI)
v5.1.1 de la base de datos Comprehensive Antibiotic Resistance Database v3.1.1 (CARD)
(McArthur et al., 2013). Esta herramienta analiza las secuencias utilizando tres criterios:
“Perfect”, “Strict’ y “Loose”, siendo “Perfect” el criterio que clasifica a las secuencias que
presentan un 100% de porcentaje de identidad con respecto a la secuencia de referencia
seleccionada, “Strict” detecta variantes previamente desconocidas de genes conocidos,
manteniendo los limites del bitscore, utilizando modelos de deteccién con limites de
similitud curados de CARD para garantizar que la variante detectada sea probablemente
un gen de resistencia funcional; y “Loose” clasifica a aquellas secuencias que no
mantienen los limites del bistcore con respecto a la secuencia de referencia permitiendo

identificar homdlogos mas distantes de genes de resistencia (McArthur et al., 2013).
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3.9 Gendmica comparativa para seguimiento

epidemiologico

3.9.1 Anadlisis del pangenoma

El andlisis del pangenoma se realiz6 con Roary v1.007002 (Page et al., 2015) este
software permitié una descripcién general tanto de los genes centrales como accesorios y
adicionalmente proporcion6 informacién detallada sobre la presencia/ausencia de genes
en cada uno de los genomas estudiados. A partir de estos datos se infirié6 un arbol en
comparacion con una matriz de presencia/ausencia de genes y metadatos asociados
como: ST, servicio, municipio de remision, tipo de IAAS, mes y afio. Este grafico fue
visualizado utilizando la herramienta interactiva Phandango (Hadfield et al., 2018)

3.9.2 Tipificacidn

Para comprender la relacién genética entre los aislamientos secuenciados y la distribucion
global de P. aeruginosa, se compararon los secuencio-tipos (ST) identificados en este
estudio con los depositados en la base de datos pubMLST de P. aeruginosa
(https://pubmist.org/organisms/pseudomonas-aeruginosa), utilizando el software mist
2.22.0 (https://github.com/tseemann/mist). Para el analisis MLST se emplearon 7
secuencias de genes conservados, los cuales son utilizados para la asignacién de los ST
o perfiles alélicos, en P. aeruginosa estos genes corresponden a acsA, arok, guaA, mutL,

nuoD, ppsA, y trpE.

3.9.3 Identificacidon de posibles grupos clonales

Se realiz6 una investigacién epidemiol6gica y genémica combinada para identificar
presencia de clones y aparicion de brotes utilizando dos enfoques: el primer enfoque
basado en la determinacion del Average Nucleotide Identity (ANI). EI ANI representa la
identidad de nucleétidos promedio de todos los genes ortélogos compartidos entre dos
genomas (Jain et al., 2017). Se calcul6 el ANI para todos los posibles pares de genomas
utilizando el programa FastANI (Jain et al., 2017) y los valores por pares se visualizaron

utilizando la libreria gplots de R.
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El segundo enfoque se basé en la determinacion de polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP). Los SNP del genoma central se identificaron y alinearon con Snippy v4.3.6
(https://github.com/tseemann/snippy) y se usaron para generar una filogenia de méaxima
probabilidad con un modelo de sustitucion de nucletdtidos GTR (General Time Reversible)
(Tavare, 1986) y cuatro categorias gamma para tasa de heterogeneidad utilizando el
programa RAXML v8.2.4 (Stamatakis, 2014). El &rbol filogenético se visualizé usando la
herramienta web iToL (Letunic & Bork, 2021).

Por ultimo, se realizé una linea del tiempo en donde se mostro la dinAmica de los eventos
(cambios de servicio) de cada uno de los pacientes, con el fin de analizar conjuntamente
los resultados obtenidos, con los datos clinicos y epidemioldgicos recolectados a partir de
las historias clinicas; a partir de esta linea del tiempo se logro establecer posibles rutas de
transmision entre pacientes vinculados por proximidad en periodos de tiempo y espacio.
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4. Resultados y Discusién

4.1 Aislamientos recolectados

Se obtuvieron 43 aislamientos provenientes de 32 pacientes, recolectados a partir de
distintos tipos de muestras, encontrdndose que 12 (28%) provenian de infecciones
asociadas al torrente sanguineo (sangre y catéter venoso central), 10 (23%) de
secreciones respiratorias, 9 (21%) de orina, 9 (21%) de piel y tejidos blandos, 2 (5%) de

liquidos corporales estériles y 1 (2%) de hueso. (Figura 4-1).

Torrente sanguineo | 25
Secreciones respiratorias | EEEG_—_— 23%
orina | 219

Piel y tejidos blandos 21%

Liquidos corporales estériles || N 5%
Hueso [ 2%

Figura 4-1 Distribucién de los aislamientos segun tipo de muestra.

Estos resultados concuerdan con otros estudios que reportan Infecciones Asociadas a la
Atencion en Salud (IAAS) ocasionadas por P. aeruginosa, relacionadas con infecciones
del torrente sanguineo, especialmente entre pacientes inmunocomprometidos, quemados,
y pacientes internados en Unidades de Cuidados Intensivos (UCI’s) (Gerver et al., 2022;
Onorato et al., 2022; Gudiol et al., 2020; Yang et al., 2021; Fabre et al., 2019).

El segundo tipo de muestras con mayor nimero de aislamientos fueron las secreciones
respiratorias, como secrecion orotraqueal, lavado broncoalveolar y esputo, relacionadas

con diagnosticos de Neumonias y traqueitis bacteriana, aislados Unicamente de pacientes
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de UCI con ventilacion mecanica y canulas de tragueostomia; se observé un caso de
paciente con Neumonia asociada a ventilacibn mecéanica y con Enfermedad Pulmonar
Obstructiva Cronica (EPOC). Lo anterior se relaciona con multiples publicaciones en las
gue se ha reportado a P. aeruginosa como agente causal de Neumonia adquirida en el
hospital y neumonia asociada a ventilacion mecénica en UCI’s. Es también la razén
principal de morbilidad en personas con EPOC (Hurley, 2019; Bisht et al., 2020;
Deshpande & Zou, 2020).

Se hallaron en igual proporcién aislamientos provenientes tanto de orina (21%), como los
obtenidos a partir de muestras de piel y tejidos blandos (21%). Datos respaldados por
estudios previos que citan a P. aeruginosa, como la tercera causa mas comun de
infecciones del tracto urinario en el contexto intrahospitalario, asociadas con el uso de
sondas vesicales (Hassaine et al., 2019; Penaranda et al., 2021) y como causante de
infecciones de piel y los tejidos blandos especialmente en pacientes
inmunocomprometidos 'y con comorbilidades  subyacentes, en particular
diabetes(Spernovasilis et al., 2021; Sader et al., 2021).

4.2 Perfil fenotipico de susceptibilidad a antibioticos

Para cada uno de los aislamientos se evaluaron los antibidticos: Amikacina, Ceftazidima,
Ciprofloxacino, Cefepime, Gentamicina, Imipenem, Levofloxacino, Meropenem vy
Piperacilina/Tazobactam; utilizando el sistema automatizado de pruebas de identificacion
y susceptibilidad BD Phoenix™ panel NMIC/ID-406 para gramnegativos, aplicando los
puntos de corte definidos por el CLSI, segun actualizacion M100-S30, 2020 (Anexo D
“Resultados perfil fenotipico de susceptibilidad a antibiéticos BD Phoenix™").

A nivel general, se observo que el 49% de los aislamientos correspondian a la categoria
MDR-multirresistente, el 12% categoria XDR (resistencia extendida) y el 14% de los
aislamientos presentaron resistencia a todos los antibiéticos evaluados, por lo que fueron
definidos como potenciales PDR; esto debido a que, para considerarse dentro de la
categoria PDR (panresistentes), es necesario probar todos los antibiéticos incluidos dentro
de la lista establecida por el consenso latinoamericano de la ReLAVRA. Estas categorias
estan basadas de acuerdo con el “Consenso latinoamericano para definir, categorizar y

notificar patdogenos multirresistentes, con resistencia extendida o panresistentes”,
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elaborado por los representantes de los laboratorios nacionales de referencia de los paises
gue integran la Red Latinoamericana de Vigilancia de la Resistencia a los Antibiéticos
(ReLAVRA) coordinada por la Organizacion Panamericana de la Salud/Organizacion
Mundial de la Salud (OPS/OMS) (Jiménez Pearson et al., 2019).

Es importante destacar que el 65% de los aislamientos presento resistencia a Imipenem y
Meropenem. Estos resultados son alarmantes debido a que los carbapenémicos son
antibioticos utilizados como ultimo recurso para el tratamiento de infecciones graves por
bacterias MDR (Nakayama et al., 2022). También se observaron altos porcentajes de
resistencia para Ceftazidima (53%) y Ciprofloxacina (53%) y Levofloxacino (51%) (Figura
4-2).
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Figura 4-2 Peffil fenotipico de susceptibilidad a los antibiéticos. Los antibiéticos evaluados
fueron: Amikacina (AMK), Ceftazidima (CAZ), Ciprofloxacino (CIP), Cefepime (FEP),
Gentamicina (GEN), Imipenem (IMI), Levofloxacino (LEV), Meropenem (MEM),
Piperacilina/Tazobactam (PTZ).
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4.3 Caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de los
pacientes

Se analizaron las historias clinicas de 32 pacientes internados en los servicios de UCIl y
Hospitalizacion, entre noviembre de 2019 a diciembre de 2020. Durante el periodo de
estudio se recibieron al mes, en promedio 267 pacientes en UCI y 791 en el servicio de
hospitalizacion; a pesar de que la UCI recibi6 un menor nimero de pacientes, fue el
servicio en el que se encontraron mas aislamientos (19) representando el 59%, mientras
que en hospitalizacion se obtuvieron 13 aislamientos que representaron el 41%. Todos los
pacientes que ingresaron al hospital fueron remitidos de otras instituciones a nivel nacional

ubicadas en: Bogota D.C, Cundinamarca, Tolima, Meta, Casanare y San Andrés Islas.

En este estudio la proporcién de hombres y mujeres fue igual (16/16), con una edad media
de 57 afios (rango de 17 a 80 afios). La poblacién present6 un indice Charlson promedio
de 1,4 (rango 0-9) y dentro de las comorbilidades mas frecuentes se encontraron: diabetes
mellitus tipo Il (16%), tumor sélido sin metastasis (16%) y enfermedad renal crénica (6,3%);
otras comorbilidades reportadas fueron: tumor solido con metastasis, insuficiencia
cardiaca congestiva, linfoma e Infarto de miocardio. Para los pacientes que se encontraban
en UCI, el APACHE promedio fue de 19 (rango 6-31).

La estancia hospitalaria promedio fue de 50 dias, siendo mayor en pacientes con mas de
un aislamiento (promedio: 61 dias), en comparacion con pacientes con un solo aislado
(promedio: 47 dias). Al finalizar el periodo de estudio se encontré que solo 1 paciente
(3,1%) aun se encontraba internado dentro de la institucion o activo, 20 (62,5%) fueron
dados de alta y 11 (34,4%) fallecieron.

Como antecedentes se encontr6 que 16 pacientes (50%) recibieron algun tipo de
antibiético en los ultimos 6 meses previos al ingreso a la Institucion, incluido el tratamiento
con carbapenémicos que se habia dado en el 28,1% de los pacientes. A nivel institucional
se observo el tratamiento con Piperacilina/Tazobactam en el 68,8% de los casos, seguido
del uso de carbapenémicos en un 59,4%, cefalosporinas antipseudomonicas 21,9%,
fluoroquinolonas 12,5%, polimixinas 12,5%, aminoglucésidos 9,4% y monobactamicos con
un 6,3% (Tabla 4-1).
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Variables

Género

Edad

Departamento de remisién

indice Charlson

Comorbilidades

APACHE (Pacientes UCI)
Estancia hospitalaria
Alta

Muerte

Activos

Masculino
Femenino
<20

20-39
40-59
60-79

280

Bogota D.C
Cundinamarca
Meta
Tolima
Casanare

San Andrés Islas

Diabetes mellitus tipo Il

Tumor sélido sin metastasis
Enfermedad renal crénica
Tumor sélido con metastasis
Insuficiencia cardiaca congestiva
Linfoma

Infarto de miocardio

Antibioticoterapia previa al ingreso a la institucion (Gltimos 6 meses)

Antibioticoterapia institucional

Piperacilina/Tazobactam

Carbapenémicos

Cefalosporinas antipseudoménicas
Fluoroquinolonas

Polimixinas

Aminoglucdsidos

Monobactémico (Aztreonam)

n - (%)
16 (50%)
16 (50%)
1 (3,1%)
6 (18,8%)
8 (25%)
15 (46,9)
2 (6,3)

21 (65,6%)
5 (15,6%)
3 (9,4%)

1 (3,1%)

1 (3,1%)

1 (3,1%)

Promedio - (rango)

57 (17-80)

1,4 (0-9)
5 (16%)
5 (16%)
2 (6,3%)
1 (3,1%)
1 (3,1%)
1 (3,1%)
1 (3,1%)
19 (6-31)
50 dias
16 (50%)
11 (34,4%)
5 (15,6%)
16 (50%)
22 (68,8%)
19 (59,4%)
7 (21,9%)
4 (12,5)
4 (12,5)
39,4
2 (6,3)

Tabla 4-1 Caracteristicas clinicas y epidemiologicas de los pacientes
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En cuanto a las Infecciones asociadas a la Atencion en Salud (IAAS) encontradas en los
pacientes con aislamientos de P. aeruginosa, el 46,5% fueron catalogadas como
institucionales, el 32,6% como extrainstitucionales y el 20,9% fueron descartadas como
IAAS (Figura 4-3). Estas clasificaciones fueron realizadas por el grupo de Epidemiologia,
control y prevencion de infecciones, de la institucion y se basaron en los lineamientos del
“‘Documento de actualizacion de criterios para la notificacion de Infecciones Asociadas a
la Atencion en Salud (IAAS) al sistema de vigilancia epidemiologica en Bogota D. C”

(Asociacion Colombiana de Infectologia Capitulo central, 2021).

20,9%
@ Institucionales
@ Extrainstitucionales 46,5%
Descartadas
32,6%

Figura 4-3 Clasificacion de las IAAS (Infecciones Asociadas a la Atencién en Salud)
detectadas en los pacientes del estudio

A nivel extrainstitucional, la IAAS mas frecuente fue neumonia (40%), seguida de infeccion
de torrente sanguineo (20%), infeccién del tracto urinario (20%) e infeccion de sitio
quirargico (20%); mientras que, dentro de la Institucion, la IAAS predominante fue infeccién
del tracto urinario detectada en el 29% de los casos, seguida de infecciones del torrente
sanguineo (21%), infecciones del tracto respiratorio inferior diferente a neumonia (21%),
infecciones de sitio quirtrgico (14%), infecciones de piel y tejidos blandos (8%) y neumonia
(7%) (Figura 4-4).

A nivel institucional, entre los dispositivos médicos asociados a IAAS, se reporté que los
dispositivos de ventilacion mecéanica invasiva representaron el 28,1%, seguidos de catéter
venoso central con 18,8% y sonda vesical con 18,8%. Lo anterior se correlaciona con
reportes en donde se indica que la pandemia por COVID-19 ha aumentado ain mas el
problema de neumonias por P. aeruginosa en pacientes con ventilacibn mecanica
prolongada (Bouglé et al., 2022; Loyola-Cruz et al., 2022), esto teniendo en cuenta que en

este estudio se encontraban internados en salas de UCI y bajo ventilacion mecanica
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invasiva, 7 pacientes con diagnéstico confirmado para infeccion por SARS-CoV-2 y
coinfeccién por P. aeruginosa.
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Figura 4-4 Tipos de IAAS causadas por P. aeruginosa a nivel extrainstitucional e
institucional. (ITS) Infecciéon del Torrente Sanguineo, (IPTB) Infecciones de la Piel y los
Tejidos Blandos, (TRI) Infecciones del Tracto Respiratorio Inferior diferente a neumonia,
(NEU) Neumonia, (ITU) Infecciones del Tracto Urinario, (ISQ) Infecciones del Sitio
Quirdrgico.

4.4 Extraccion de DNA gendmico

Los resultados de calidad y pureza de los DNA gendmicos extraidos a partir de los
aislamientos de P. aeruginosa, se mantuvieron en los rangos 6ptimos A260/A280 (1,8 -
2,0) y A260/A230 (2,0 - 2,2); descartando contaminacion con fenoles, proteinas, sales, y

carbohidratos (Anexo E “Resultados calidad, pureza y cuantificacion del DNA genémico”).

Para la verificacion de la integridad, se ajustd el DNA gendmico a una concentracion final
de 50 ng y se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 1% a 87 voltios durante 40
minutos; en donde se observaron para cada una de las muestras 43 bandas definidas sin

evidencia de contaminacion, fragmentacion o degradacion.

Los valores de cuantificacion obtenidos a partir de fluorometria, permitieron tener la
concentracion de DNA gendmico requerida para la posterior elaboracion de las librerias

gendmicas.
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Figura 4-5 Verificacion de la integridad del DNA gendmico de los 43 aislamientos.
Electroforesis en gel de agarosa al 1%. M: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus (1 yL
marcador + 7 pL Agua libre de nucleasas + 2 yL de Buffer carga). Preparacion de las
muestras: (8 uL DNA ajustado a 50 ng +2 uL Buffer carga).
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4.5 Librerias gendmicas y secuenciacion

4.5.1 Plataforma lllumina

Para las librerias genomicas obtenidas por la plataforma Illumina se obtuvieron
concentraciones promedio de 20,9 ng/uL con un tamafio de fragmento promedio de 598

pb, lo cual permitio realizar la normalizacion a 4nM y posterior secuenciacion (Anexo F).

Las principales métricas de calidad obtenidas durante la secuenciacién y que garantizaron
Optimos resultados, fueron: Puntaje de calidad (Q-score) Q30: 270%, representando una
tasa de error de 1 en 1000, con una precisién de llamada de bases correspondiente al 99,9%.
Rango de clusterizaciéon (Density): 1200-1400 k/mm, este pardmetro es de suma
importancia, ya que definié la calidad y cantidad de los datos obtenidos. Los valores
anteriormente mencionados son especificos para evaluar la calidad de la secuenciacién

utilizando una quimica v3 y para la plataforma de secuenciacion lllumina MiSeq.

Se obtuvo en promedio por muestra, una cantidad de 1.284.052 reads, el valor promedio
Q30 fue de 78,09% vy el valor de clusterizacién promedio fue de 1226 k/mm; indicando

valores 6ptimos de calidad (Anexo F).

4.5.2 Plataforma Oxford Nanopore

Para las 7 muestras de DNA gendmico seleccionadas para ser secuenciadas por la
plataforma Oxford Nanopore, la cuantificacién del pool luego de la indexacion (asignacion
de Barcodes) fue de 10,4 ng/uL y la cuantificacién final, una vez afiadida la mezcla de
adaptadores (Adapter Mix- AMII) fue de 8,4 ng/uL.

Previo a la secuenciacion se verificé la calidad de la celda de flujo encontrando 1367 poros
disponibles, el desempefio de la corrida: total de lecturas, panel del estado de los canales
e histograma de la longitud de las lecturas; se monitorearon en tiempo real utilizando el
software MinKNOW.
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4.6 Caracteristicas y evaluacion de los genomas

Finalizado el proceso de secuenciacion de genoma completo, el recorte de adaptadores y
el filtrado de las secuencias de baja calidad a partir de las lecturas crudas, se obtuvieron
secuencias con las condiciones de calidad requeridas para hacer el ensamblaje de novo

de los genomas.

Para el ensamblaje se utilizaron los tamarfios de K-mer: 21, 33, 55, 77, 99 y 127; sugeridos
por la herramienta SPAdes para lecturas pareadas largas de lllumina y elegidos por
proporcionar los mejores resultados en cuanto a las métricas de calidad: nUmero de contigs
y N50. Adicionalmente se realizé un consenso entre 5 métodos de clasificacion de
plasmidos, entre los que se incluyeron: ensamblaje con la herramienta PlasmidSPAdes
(Antipov et al., 2016), identificacion de plasmidos utilizando la herramienta PlasFlow
(Krawczyk et al., 2018), identificacion de plasmidos por niumero de copias e identificacion
de plasmidos por homologia contra bases de datos BLAST de plasmidos bacterianos y
bases de datos BLAST de cromosomas, especificos de la bacteria en estudio.

La evaluacién realizada con QUAST arrojé como resultado ensamblajes con tamafios entre
6.223.964 a 7.513.447 pb y una profundidad promedio de los ensamblajes de 96X. El
namero de contigs obtenidos varié entre 1y 307, el porcentaje %GC (contenido de guanina
y citosina) entre 65,4y 66,7; N50 entre 46.169 y 7.154.863 y valores de NG50 entre 55.245
y 7.154.863. Los resultados de la evaluacion de la calidad para cada ensamblaje se

encuentran en el Anexo G “Resultados de la evaluacion de los ensamblajes”.

Estos resultados coinciden con los tamafios de ensamblajes de P. aeruginosa reportados
(Stover et al., 2000; Boukerb et al., 2020; Singh et al., 2021; Brinkman et al., 2021), la
variacién en los tamanos de los genomas se debe a la presencia del llamado “genoma
accesorio” que consta de elementos extracromosdmicos como plasmidos y bloques de
ADN insertados en el cromosoma en varios loci (Klockgether et al., 2011), lo anterior se
correlaciona con los resultados arrojados por el pipeline ejecutado, que detecté la
presencia de contigs asociados a secuencias plasmidicas en 39 de los 43 genomas

analizados.
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Los 7 genomas secuenciados por lllumina y Oxford Nanopore que fueron ensamblados
con Unicycler presentaron un menor nimero de contigs y valores de N50 y NG50 mayores,
en comparacion con los ensamblajes generados a partir de solo lecturas lllumina,
indicando una mayor integridad y calidad de los genomas, esto se debe a que el
ensamblaje hibrido resolvié regiones del genoma que eran problematicas para el
ensamblaje de lectura corta, como las regiones de baja complejidad, las cuales causan
gaps o huecos en los ensamblajes realizados solo con lecturas cortas. Las lecturas largas
pueden incluir de forma continua segmentos del genoma que incluyen regiones de baja
complejidad flanqueadas por regiones complejas, lo que facilita el ensamblaje sin huecos
dentro del genoma. En definitiva, el ensamblaje hibrido (lecturas cortas y largas) generé
ensamblajes continuos, completos y de mejor calidad; lo anterior depende también de una
excelente calidad de las lecturas cortas, como las obtenidas por la metodologia lllumina
usada en el presente trabajo, que al igual que los ensamblajes hibridos, permitieron
obtener genomas con los requerimientos de calidad necesarios para el siguiente paso, la

anotacion.

Se anotaron en promedio 6371 genes predichos y 6197 secuencias codificantes (CDS).
Adicionalmente, se encontraron en promedio 68 RNAs de transferencia que oscilaron entre
66 y 70 tRNAs y en promedio 4 RNA ribosomales que oscilaron entre 3y 7 rRNAs. Anexo
H “Resultados de la anotacion de los genomas”. Los valores obtenidos concuerdan con
otros estudios que reportaron valores de genes predichos y secuencias codificantes
similares (Madaha et al., 2020; de Sousa et al., 2021)

Los 43 aislamientos fueron clasificados como Pseudomonas aeruginosa, gracias a una
distribuciéon basada en K-mers que proporcioné una codificacion eficiente para la
identificacidn a nivel de género y especie a partir de las secuencias de genoma completo.
El modelo de clasificacion se basé en una arquitectura de red neuronal recurrente
bidireccional, que genera una precision de 0,99455 +/- 0,00281 para 14 especies dentro

de las que se incluye P. aeruginosa (Lugo & Barreto-Hernandez, 2021).
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4.7 Analisis del resistoma

Utilizando la herramienta RGI de la base de datos CARD, se realiz6 la anotacion de los
elementos genodmicos mediadores de resistencia, para los 43 genomas analizados se
obtuvieron un total de 95 genes diferentes implicados en la resistencia de P. aeruginosa
tanto a antibidticos Betalactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y
monobactamico) como a no betalactamicos (principalmente aminoglucésidos vy

fluoroquinolonas).

Dentro de las clasificaciones ontolégicas realizadas por el RGI para los mecanismos de
resistencia involucrados, se obtuvo un total de 95 genes diferentes, que participan en 5
mecanismos de resistencia, distribuidos de la siguiente manera: el 51,6% de los genes,
relacionados con bombas de eflujo que expulsan antibiéticos fuera de la célula para
conferir resistencia; 35,2% genes asociados con la inactivacién enzimatica de antibiéticos;
el 9,9% genes estaban vinculados con la alteraciéon del sitio blanco, ya sea por alteracién
mutacional o modificacién enzimatica; 2,2% de los genes incluidos dentro del mecanismo
de alteracion de la permeabilidad, mediado generalmente a través de la reduccién de la
produccion de porinas y tan solo el 1,1% de los genes estuvieron relacionados con el

mecanismo de resistencia por ausencia, generalmente una porina (Tabla 4-2).

Para la visualizacién de los distintos genes de resistencia obtenidos a partir de las
secuencias de genoma completo, cromosoma y plasmidos, se generé un mapa de calor a
partir de archivos JSON, que agrupd los aislamientos por similitud de resistoma y organizé
los genes por familia de genes de resistencia antimicrobiana (Figura 4-6) y (Figura 4-7).
En el mapa de calor, el amarillo representa un acierto perfecto (100% de porcentaje de
identidad respecto a la secuencia de referencia), el verde azulado representa un acierto
estricto (variaciones con respecto a la secuencia de referencia, pero dentro de los limites
del bitscore 95%) y el pUrpura representa que no existié algun acierto (ausencia del gen).
Los genes con asteriscos (*) aparecen varias veces porque pertenecen a mas de una

categoria de familia de genes.
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Tabla 4-2. Principales elementos genomicos de resistencia encontrados en los

aislamientos en estudio

Mecanismo de

sulfonamidas

blanco

- ) ) ! ) Gen Confiere resistencia a
Familia de genes de resistencia resistencia
Dihidrofolato reductasa (dfr)- Alteracion del sitio . .
- . . : dfrB5 Trimetoprima
resistencia a Trimetoprima blanco
Genes sul -resistencia a Alteracion del sitio .
sull Sulfonamidas

Pequefias bombas de eflujo, de
resistencia a multiples farmacos
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La secuenciacion del genoma completo permitié establecer la presencia de un total de 95
genes diferentes (Figura 4.6) y en promedio 53 genes por aislamiento, asociados a la
resistencia a antibiéticos; siendo la cepa PA-020601251 perteneciente al paciente P0O05,
la que presentd un mayor numero de genes de resistencia (67 genes), dentro de los que
se encontraron genes asociados a la produccion de bombas de eflujo, resistencia a los
aminoglucésidos, fluoroquinolonas y betalactamicos, lo cual se correlaciona con el perfil
fenotipico de susceptibilidad de este aislamiento, debido a que presenté resistencia a todos

los antibiéticos probados.

Se encontrd la presencia de genes codificantes para las bombas de eflujo conformadas
por complejos transportadores tripartitos, dentro de este grupo se resalta el sistema
MexAB-OprM, los tres genes implicados (MexA, MexB y OprM) fueron identificados en
todos los aislamientos, de acuerdo con mdltiples estudios, la sobreexpresion de esta
bomba de eflujo es responsable de la resistencia a diversas clases de antibidticos como
betalactamicos, inhibidores de betalactamasas, fluoroquinolonas, tetraciclinas, tigeciclina,
novobiocina, sulfonamidas, macrélidos y aminoglucésidos (Pan et al., 2016; Pesingi et al.,
2019; Fujiwara et al., 2022).
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Adicionalmente se encontraron genes codificantes para otros sistemas de eflujo como:
mexCD-oprd, mexEF-oprN, mexJK, mexGHI-opmD, mexVW, mexPQ-opmE, mexMN y
triABC. En cuanto a la resistencia a sulfonamidas e inhibidores de la dihidrofolato
reductasa, se identifico el gen sull en 15 aislamientos (34,9%). También se detect6 el gen
dfrB5, que codifica una dihidrofolato reductasa resistente a trimetoprima, identificado a

partir de un integron en P. aeruginosa.

Fueron determinados genes que codificaron para la produccion de Betalactamasas de
espectro extendido (BLEE): Las betalactamasas OXA, representadas por los genes:
blaOXA-488 en 5 aislamientos (11,6%), blaOXA-2 y blaOXA-486 en 3 aislamientos (6,9%)
respectivamente (Figura 4.6). Es importante destacar que el gen blaOXA-50 que se supone
es constitutivo en P. aeruginosa, solo fue encontrado en 35 de los 43 aislamientos, a pesar
de que algunos autores consideran que OXA-50 es una enzima natural en P. aeruginosa,
otros informaron resultados diferentes. En 2008 Liu y colaboradores examinaron 34
aislados clinicos de P. aeruginosa, cuales solo 15 (44,1 %) contenian OXA-50 (Liu et al.,
2008); a este estudio se suman los hallazgos de Petrova y colaboradores en 2019, en
donde obtuvieron 3 de 32 aislamientos con el gen blaOXA-50, confirmando que este gen
no es intrinseco de P.aeruginosa (Petrova et al., 2019).

La betalactamasa TEM-1, se detectd en 1 aislamiento (2,4%), mientras que las
betalactamasas PDC: blaPDC-3, en 21 aislamientos (48,8%); blaPDC-5, 6 aislamientos
(14%); blaPDC-2, 5 aislamientos (11,6%); blaPDC-10, 2 aislamientos (4,7%) y blaPDC-1,
blaPDC-8 y blaPDC-86, cada una con 3 aislamientos (7,0%).

Con respecto a las carbapenemasas, fueron identificados dos genes codificantes para la
produccion de metalobetalactamasas, siendo blaVIM-2 el mas frecuente con 11
aislamientos (25,6%), seguido de blaVIM-1 con 3 aislamientos (7%). La serin-
carbapenemasa mas frecuente fue blaKPC-2 con 11 aislamientos (25,6%), de los
hallazgos mas importantes de este estudio, se tiene la presencia de blaKPC-3 en 2
aislamientos, consolidandose como el segundo reporte de blaKPC-3 en P. aeruginosa en

Colombia.

En este estudio también se detectd la presencia de cepas co-productoras de blakKPC y
blaVIM, se identificé un Unico perfil de ST (ST111) para todos los aislamientos portadores

de ambos tipos de enzimas, en primer lugar, nuevamente se hace referencia al caso del
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paciente PO05, con dos cepas obtenidas a partir de muestras de orina, a lo largo de su
estancia en el servicio de UCI, la primera cepa PA-020601251, con 67 genes diferentes
mediadores de resistencia a los antibioticos, con co-produccién de blakKPC-2/ bla-VIM-1'y
blaVIM-2 y la segunda cepa PA-021200803 identificada con 62 genes mediadores de
resistencia y co-productora de blaKPC-2 y bla-VIM-1; este paciente luego de 22 dias de
ingreso al servicio de UCI, fallece. La cepa PA-032200042, aislada del paciente P008,
también presentd coproduccion de blaKPC-2 y blaVIM-1. Las cepas PA-081201841,
obtenida del paciente P015 y PA-102700211, obtenida del paciente P029, fueron co-

productoras de blaKPC-3 y blaVIM-2, ambos pacientes fallecieron.

Respecto a la resistencia a los aminoglucésidos, para la codificacion de la aminoglicésido-
fosforil-transferasa (APH) fueron identificadas 3 variantes, siendo la méas frecuente la
codificada por el gen aph(3’)-lIb identificada en 40 aislamientos (93%), seguida de APH(3')-
Vla presente en 3 aislamientos (7%) y APH(6)-Id en 2 aislamientos (4,7%). Para la
codificacién de la aminoglicésido-nucleotidil-transferasa (ANT), se observé Unicamente la
presencia de la variante ANT(2")-la, en 5 aislamientos (11,6%). Fueron evidenciadas 8
variantes de la aminoglicésido-acetiltransferasa (AAC): AAC(6"-29b identificada en 8
aislamientos (18,6%), AAC(6)-29a en 3 aislamientos (7%), AAC(6")-1b9 en 3 aislamientos
(7%), AAC(6")-Ib' en 3 aislamientos (7%), AAC(6')-lla en 2 aislamientos (4,7%), AAC(6")-
lan en 2 aislamientos (4,7%) y finalmente, AAC(3)-lle y AAC(6)-ll en 1 aislamiento,

respectivamente (2,3%).

De los genes codificantes para la resistencia a antibidticos del grupo de las
fluoroquinolonas, fueron identificados: gyrA en 20 aislamientos (46,5%), siendo las
mutaciones asociadas a este gen, uno de los principales mecanismos de resistencia a las
fluorquinolonas; parE en solo 1 aislamiento el PA-092102451 (2,3%), a pesar de que se
encontraba el gen en este aislamiento no se observé resistencia a las fluoroquinolonas
posiblemente porque este gen no se encontré en combinacién con una mutacién de la
girasa gyrA, lo cual confiere un alto nivel de resistencia, especificamente a la ciprofloxacina
(Adwan & Omar, 2021). Por dltimo, se identificé la presencia del gen CrpP en 2
aislamientos PA-082801332 y PA-091901991 (4,7%), en el que solo existi6 correlacion con
el perfil fenotipico de resistencia (resistencia a ciprofloxacina) en el aislado PA-082801332,
lo que se puede explicar porque inicialmente se pens6 que conferia resistencia a la
ciprofloxacina mediante la inactivacién del antibiético a través de la fosforilacion; sin

embargo, en el articulo de Zubyk & Wright (2021) se descubrié que por si sola no es capaz
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de generar resistencia, sin descartar que, combinada con otros elementos genéticos,

pueda estar involucrada en la resistencia a fluoroquinolonas (Zubyk & Wright, 2021).
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small multidrug resistance (SMR) antibiotic stflux pump

sulfonamide resistant sul

trimethoprim resistant dihydrofolate reductase dfr

Figura 4-6. Resistoma generado a partir de las secuencias de genoma completo. Mapa de
calor, donde el amarillo representa un acierto perfecto (100% de porcentaje de identidad
respecto a la secuencia de referencia), el verde azulado representa un acierto estricto
(variaciones con respecto a la secuencia de referencia, pero dentro de los limites del
bitscore 95%) y el pdrpura representa que no existio algun acierto (ausencia del gen). Los
genes con asteriscos (*) aparecen varias veces porque pertenecen a mas de una categoria
de familia de genes.
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Figura 4-6. (Continuacion)



Resultados y Discusién 69

Los genes asociados a la resistencia a antibidticos, encontrados en las posibles
secuencias plasmidicas determinadas por el pipeline se observan en la Figura 4-7. En
este mapa de calor de pueden apreciar la presencia de 28 genes diferentes detectados en
21 de los 43 aislamientos, cabe resaltar que en 18 aislamientos en los que fueron
encontrados contigs asociados a plasmidos, no se encontraron genes de resistencia. El
gen mas frecuente fue sull, encontrado en 14 aislamientos (66,7%), este gen esta ligado
a otros genes de resistencia de los integrones de clase 1y ha sido reportado en plasmidos
de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae (Khezri et al.,, 2021) y también en el clon
multirresistente P. aeruginosa ST664, en un megaplasmido pNK546a de 475 kbp (Li et al.,
2020).

En cuanto a los genes codificantes para betalactamasas identificados en secuencias
plasmidicas, el gen blaKPC-2 se identifico en 11 aislamientos (52,4%), este gen ha sido
reportado en los plasmidos: IncP-6, pCOL-1, IncU y pPA-2 en Colombia (Naas et al., 2013);
plasmido pBH6 en Brasil (Galetti et al., 2019) y en los plasmidos p10265-KPC, p1011-
KPC2 y p14057A, en China (Dai et al., 2016; Yuan et al., 2021). El gen blaKPC-3 fue
encontrado en 2 aislamientos (9,5%), siendo reportado en P. aeruginosa por primera vez
en Colombia, en un plasmido pequefio de 43 kbp, denominado p30Pae2-KPC (Abril et al.,
2022). Adicionalmente, en los aislamientos analizados en el presente trabajo también
fueron identificados los genes blaVIM-1, blaVIM-2, blaOXA-2 y blaTEM-1 dentro de contigs

clasificados como parte de posibles plasmidos.
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Figura 4-7. Resistoma generado a partir de secuencias asociadas a plasmidos
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Como lo evidencian los reportes de estudios a nivel intrahospitalario, Colombia es un punto
particularmente critico, donde la adquisicion de genes que codifican estas enzimas
constituye un motivo de gran preocupacion a nivel de salud publica. En términos generales,
los genes asociados a la produccion de betalactamasas, especificamente
carbapenemasas, se encuentran en plasmidos, integrones, secuencias de insercién o
transposasas, que también portan otros genes de resistencia a antibiéticos que favorecen
su diseminacién mundial. Para el caso particular de los dos aislamientos PA-081201841 y
PA-102700211 portadores del gen blaKPC-3 se realiz6 un alineamiento BLASTN del contig
plasmidico en donde se encontraba el gen blaKPC-3, el primer contig de 18.553 pb en PA-
081201841 y otro de 18.554 pb en PA-102700211; para ambos contigs se observé un
porcentaje de ldentidad y cobertura de 99,99% con el plasmido p30Pae2-KPC (Figura 4-
8), coincidiendo con el primer reporte del gen blaKPC-3 en P. aeruginosa en Colombia,

gue fue encontrado en este mismo plasmido (Abril D, et al., 2022).

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alighments Download ~ Select columns ¥ Show (2}
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Description Scientific Name Max | Total | Query E Per Acc. Len i
P Score Score Cover value Ident p Accession
-

[ Pseudomonas aeruginosa strain 30Pae? plasmid p30Pae2-KPC,_complete sequence Pseudomoenas a .. 34023 34023 99% 0.0 99 99% 55696 ON248939 1 ]
Pseudomonas aeruginosa strain 34Pae36 chromosome, complete genome Pseudomonas a... 23169 31793 89% 0.0 100.00% 7408984 CP095770.1
Klebsiella pneumoniae strain ARL G-3288 plasmid pC282_3,_complete sequence Klebsiella pneu. 18489 18489 53% 0.0 100.00% 14098 CP067825.1
Klebsiella pneumoniae strain 33Kpn22 chromosome, complete genome Klebsiella pneu... 18484 18484 53% 0.0 100.00% 5501536 CP069046.1

Figura 4-8 Resultados del alineamiento BLASTN del contig plasmidico portador de
blakPC-3

Dentro de los contigs plasmidicos que contenian el gen blaKPC-3, en el contig 40 del
aislamiento PA-081201841 (Figura 4-9) y contig 35 del aislamiento PA-102700211 (Figura
4-10); se encontrd la presencia de dos secuencias de insercion: ISKpn6 e ISKpn7 que
flanquean el gen blaKPC-3, y que han sido identificadas en el transposén Tn4401, este
transposon tiene la capacidad de movilizar genes blakPC a alta frecuencia, cuenta con un
tamafio 10 kbp y alberga genes de transposasas, resolvasas, dos secuencias de insercion
y el gen blaKPC; actualmente se conocen tres isoformas de Tn4401: isoforma a, isoforma

b e isoforma c. (Cuzon et al., 2011).
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Figura 4-9. Representacion lineal del contig plasmidico (linea media de color negro) del
genoma PA-081201841, en donde se observa la ubicacion del contig 40, de 18.553 bp que
qgue aline6 con el plasmido p30Pae2-KPC y que alberga el gen blaKPC-3; el gen se
observa en la zona central del contig como un recuadro morado y flanqueando a este gen
se encuentran las secuencias de insercién ISkpn7 e ISkpn6 (recuadros azules).
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Figura 4-10. Representacion lineal del contig plasmidico (linea media de color negro) del
genoma PA-102700211, en donde se observa la ubicacion del contig 35 de 18.554 bp que
gue aline6 con el plasmido p30Pae2-KPC y que alberga el gen blaKPC-3; el gen se
observa en la zona central del contig como un recuadro morado y flanqueando a este gen
se encuentran las secuencias de insercion ISkpn7 e ISkpn6 (recuadros azules).

La comparacion entre los genes hallados a nivel de genoma completo y de secuencias
plasmidicas (Figuras 4-6 y 4-7) sugiere que la alta resistencia a los carbapenémicos (65%

para Imipenem y Meropenem) encontrada en los aislamientos puede deberse
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principalmente a los genes presentes en pldsmidos, mientras que la resistencia a
aminoglucdsidos y fluoroquinolonas parece ser compartida, debido a que se encontraron

genes tanto en el genoma completo como en plasmidos.

La correlacion entre los perfiles fenotipicos y genotipicos, de resistencia a antibioticos de
los 43 aislamientos se observan en la Figura 4-11. Aunque la mayoria de los pacientes (25
pacientes, equivalentes al 78,1%) tuvieron un solo aislamiento de P. aeruginosa, llama la
atencion el caso de 7 pacientes (21,9%), que presentaron mas de un aislamiento durante
su estancia hospitalaria, de estos pacientes con aislados recurrentes, solo 3 mostraron
cambios en los perfiles fenotipicos y genotipicos de susceptibilidad a partir de diferentes
eventos (cambios de servicio, habitaciones o camas), tal y como es el caso de los
pacientes:

» Paciente PO004, paciente diagnosticado con infeccion por el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH), al cual se le aisl6 P. aeruginosa en una muestra
de orina en febrero de 2020 durante su estancia en la cama 209 en el servicio de
hospitalizacion, este aislado resulté con fenotipo resistente a todos los antibioticos
probados, excepto a Amikacina, a nivel genotipico se observo la presencia de los
genes blaKPC-2 y AAC (6')-1la. Posteriormente en abril del mismo afo, mientras se
encontraba en el mismo servicio, pero en la cama 214, y también a partir de orina
se encontré un aislado con fenotipo resistente a todos los antibi6ticos probados y
genotipicamente igual excepto por el gen blaKPC-2 que no fue detectado en este

segundo aislamiento.

= Paciente P005, este paciente presentd un primer aislamiento a partir de orina, en
febrero de 2020, mientras se encontraba en el servicio de UCI- cama 27,
fenotipicamente resistente a todos los antibidticos probados, para este aislado
fueron detectados los genes blaVIM-1, blaVIM-2, blaOXA-2, blaKPC-2, APH (3')-
Vla, ANT (2")-la, AAC (6')-1b9, AAC (6')-1b', AAC (6')-29b, AAC (6)-29a y gyrA;
transcurridos 7 dias, se obtuvo un segundo aislamiento también en orina y en el
mismo servicio, pero en diferente cama (cama 31), con fenotipo resistente a todos
los antibitticos excepto a Gentamicina y genotipicamente similar al primer aislado
excepto por la ausencia de los genes blaVIM-2, AAC (6')-29b y AAC (6')-29a.
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= Paciente P013, paciente internado en UCI, con ventilacion mecanica invasiva y
diagnéstico de Neumonia, en agosto de 2020 presentd a partir de una muestra de
secrecion orotraqueal un aislado fenotipicamente resistente a Ceftazidima,
Cefepime, Gentamicina, Imipenem y Meropenem e intermedio a
Piperacilina/Tazobactam, con presencia de blaVIM-2 y AAC (6')-29b, el segundo
aislado obtenido en la misma fecha pero a partir de una muestra de orina, presenté
el mismo perfil fenotipico de resistencia, excepto por la sensibilidad a Gentamicina,
en este aislado no fueron encontrados los genes blaVIM-2 y AAC (6')-29b.

Estas variaciones a nivel de perfiles gendmicos de susceptibilidad en los pacientes P004
y P0O05 sugieren la pérdida de elementos genéticos extracromosomales mediadores de
resistencia antimicrobiana, esto teniendo en cuenta que los genes no encontrados en los
segundos aislamientos de cada uno de los pacientes, se encuentran principalmente en
plasmidos; mientras que el comportamiento evidenciado en el paciente P013, indica la
presencia de dos cepas diferentes, pertenecientes a la misma especie.

A nivel general, en cuanto a la correlaciéon fenotipica y genotipica, es importante resaltar
gue en la mayoria de los aislamientos en los que por su perfil fenotipico se sospechaba la
produccion de carbapenemasas, se encontraron genes codificantes para estas enzimas,
salvo en 4 casos puntuales, como en el segundo aislado de los paciente P004, segundo
aislado del paciente P013, paciente P026 y paciente P030; en estos aislamientos la
resistencia fenotipica a los carbapenémicos a pesar de la ausencia de genes codificantes
para las produccién de Carbapenemasas, puede explicarse por la presencia de otros
mecanismos muy frecuentes en P. aeruginosa como la hiperexpresion de sistemas de
eflujo, que dependiendo de la bomba implicada, pueden afectar a practicamente todos los
betalactamicos, fluoroquinolonas y aminoglucésidos (Pan et al., 2016; Pesingi et al., 2019).
Adicionalmente, la represion o inactivacién de la porina OprD, por la que ingresan los
carbapenémicos a la célula bacteriana, también puede conferir resistencia a Imipenem y

sensibilidad disminuida a Meropenem (Chevalier et al., 2017).

Es importante tener en cuenta que, los perfiles fenotipicos fueron inconsistentes en
algunos casos entre aislamientos con el mismo perfil genotipico de resistencia, incluso
para cepas altamente relacionadas genéticamente, como por ejemplo el paciente P020

con el mayor numero de aislamientos (5 aislados) con un genotipo de resistencia idéntico
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y perfiles fenotipicos diferentes para cada uno de los aislamientos, en donde se observo
la mayor variacibn para los aminoglucésidos y Piperacilina/Tazobactam. Este
comportamiento expone las limitaciones de los sistemas automatizados para pruebas de
susceptibilidad y destaca las potencialidades a futuro en el &mbito clinico de la
antibioticoterapia de precision basada en las tecnologias de secuenciacion de alto

rendimiento.
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Figura 4-11 Correlacion perfiles fenotipicos y genotipicos, de resistencia a antibiéticos. Se
compararon los principales elementos gendmicos mediadores de resistencia a
Betalactamicos, Aminoglucésidos y Fluoroquinolonas, con el perfil fenotipico de
susceptibilidad a antibiéticos suministrado por el método automatizado BD Phoenix™.
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4.8 Gendmica comparativa para seguimiento
epidemiologico

4.8.1 Analisis del pangenoma

Roary tomé los ensamblajes anotados, generados por Prokka y calculé el Pangenoma,
gue representa el conjunto completo de genes dentro de una especie y consta de: core

genes (genes nucleo), softcore genes (genes blandos), shell genes y cloud genes.

Para el pangenoma generado a partir de los 43 genomas completos, se obtuvieron 14605
genes, de los cuales 576 (3,7%) pertenecian a core genes, 1153 (7,9%) softcore genes,
5720 (39,2%) shell genes y 7186 (49,2%) cloud genes (Figura 4-12). Los resultados fueron

visualizados utilizando la herramienta interactiva Phandango (Hadfield et al., 2018).

Los core genes hacen referencia a la region del genoma que poseen entre el 99% vy el
100% cepas de P. aeruginosa, constituyendo un grupo de genes indispensables para la
especie y que no toleran cambios excesivos durante periodos evolutivos cortos (de Sousa
et al., 2021). Los softcore genes comprenden entre el 95% - 99% de genes compartidos
entre los genomas bacterianos, mientras los shell y cloud genes son genes menos

compartidos entre los genomas bacterianos: 15% - 95% y 0% -15% respectivamente.

Los resultados obtenidos sugieren una alta diversidad genética entre los aislamientos,
debido a que el porcentaje de core genes (3,7%) es notablemente menor al del resto de
los genes, lo que sugiere una gran plasticidad gendémica. Esto se produce ya sea por la
adquisicion de diversos elementos genéticos mdviles o por cambios producidos por

eventos de recombinacién genética.
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Figura 4-12 Pangenoma generado a partir del genoma completo y metadatos asociados.
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De acuerdo con el arbol generado por Roary (Figura 4-12), se pueden evidenciar tres
grandes clados: el clado A, siendo el clado mas diverso, del cual se derivan varios
subclados y se encuentra constituido por 17 aislamientos presentes en los servicios tanto
de UCI como de hospitalizacion, dentro de este clado se encontraron 4 Secuencio-tipos
(ST's) diferentes: ST274, ST2211,ST2414 y ST235, conjuntamente se identifico la
presencia de 8 aislamientos con ST’s nuevos, es decir nunca antes reportados. La mayoria
de los aislados provenian de pacientes remitidos desde Bogota (12 aislados), seguido de
Facatativd (2 aislados), Fusagasuga, San Andrés y Villavicencio solo contaron con un
aislamiento respectivamente. Por otro lado, el subclado conformado por los aislamientos
PA-080801332, PA-080801841 pertenecientes al paciente P013 y PA-082801332 aislado
del paciente P017, llama la atencion debido a la considerable diferencia a nivel genémico
en relacidn con los demas aislamientos y se evidencia que por estos tres aislamientos se

genera una gran distorsion del porcentaje de core genes.

El clado B, en el que se observo la menor variacion genémica, conformado por 6
aislamientos que circularon durante los meses de mayo a octubre de 2020, representados
por 4 ST’s: ST2148, ST244, ST3613, ST1666 y un aislamiento proveniente de Facatativa
con ST nuevo, catalogado como causante de IAAS extrainstitucional.

Finalmente, se observé el clado C constituido por 20 aislamientos, evidenciando varios
subclados; siendo especialmente llamativa la presencia de un gran subclado conformado
por 13 aislamientos todos pertenecientes al ST111, provenientes de pacientes remitidos
de Bogota (9 aislados), Ibagué (2 aislados), Yopal y Villavicencio, ambas con 1 aislado.
Por otra parte, cabe resaltar la presencia de otro subclado constituido por 3 aislamientos
pertenecientes al ST663, todos procedentes de Bogotd. Los aislamientos restantes
correspondieron a los ST: ST3230, ST155, ST179y ST3613.

A nivel general se observan como ciertos ST como el ST111 y ST235 se mantienen en
circulacion durante periodos de tiempo prolongados, en los servicios tanto de UCI y
hospitalizacion, lo cual permite tener un primer acercamiento a la dindmica de diseminacion
y circulacion de clones, que seran definidos con el analisis de polimorfismos de un solo

nucleétido (SNP) y determinacion de la identidad promedio nucleotidica (ANI).
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4.8.2 Tipificacion

Se identificaron 14 secuencio-tipos (ST) o perfiles alélicos diferentes, como resultado de
la tipificacion por MLST (Anexo | “Perfiles alélicos de los ST identificados en los 43
aislamientos”). Los secuencio-tipos ST111 y ST235 fueron los mas frecuentes,

correspondientes a un 30,2% y un 11,6% respectivamente (Figura 4-13).
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M ST-274
B ST-3230
M ST-155
i ST-1602
R W ST-3613
2,3% M ST-2148
W ST-2211
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4,7% 2,3% 2,3% 2,3%

Figura 4-13 Proporcién de Secuencio-tipos (ST) identificados en los aislamientos

El 93,3% de los ST obtenidos en el estudio se obtuvieron a partir de muestras de pacientes
remitidos de instituciones hospitalarias ubicadas en el departamento de Cundinamarca y
Bogota D.C. En el resto del pais, solo fueron identificados 4 ST diferentes, de pacientes
provenientes de Tolima, Meta, Casanare y San Andrés. Como hallazgo importante se
identificaron 7 nuevos perfiles alélicos que a la fecha no han sido reportados. Estos nuevos
ST pertenecian a muestras de 4 pacientes provenientes de Bogota, 2 pacientes de
Facatativa, Cundinamarca y 1 de Restrepo, Meta (Figura 4-14).
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Figura 4-14 Distribucién geogréfica de los ST asociados a los sitios de remision de los
pacientes analizados en el estudio.

Los clones globales de P. aeruginosa asociados con fenotipos multirresistentes (MDR) y
extensivamente resistentes a los medicamentos (XDR), denominados clones de alto
riesgo, son una amenaza creciente en los hospitales de todo el mundo. Dentro de los
principales clones de alto riesgo a nivel mundial, se encuentran 3 ST identificados en el
presente estudio: ST235, ST111 y ST244 (Del Barrio-Tofifio et al., 2020)

ST111 es un clon MDR/XDR diseminado en todo el mundo, particularmente vinculado a la
metalobetalactamasa VIM-2, un estudio realizado en 16 hospitales de siete ciudades de
Colombia registré que la mayoria de cepas de P. aeruginosa que albergaban blaVIM-2
pertenecian al ST111 (Correa et al., 2015); resultados que concuerdan con los obtenidos
en este trabajo en donde el 84,6% de los aislamientos con ST111 albergaban el gen
blaVIM-2.

ST235 es sin duda uno de los clones de alto riesgo mas relevantes, mostrando una
diseminacién mundial asociada con mas de 60 variantes diferentes de betalactamasas,
incluidas multiples carbapenemasas de las clases A y B (Del Barrio-Tofifio et al., 2020). En

hospitales colombianos el ST235 se ha asociado principalmente con aislados productores
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de KPC-2 (Vanegas et al., 2014; Correa et al., 2015). Asimismo, en este estudio para todas

las cepas pertenecientes al ST235 se detecto la presencia del gen blaKPC-2.

ST244 es un clon muy frecuente que no siempre se asocia con perfiles MDR/XDR vy tal
como se evidencia en el presente estudio, los dos aislados pertenecientes a ese ST no
presentaron genes codificantes de resistencia. El ST663 a pesar de no pertenecer a la
clasificacion de clon de alto riesgo, se identifico en el 7% de los aislamientos, no se
encontraron genes de importancia clinica, como mediadores de resistencia en los aislados
pertenecientes a este ST. El ST663 se asocia con un fenotipo sensible y ha sido reportado
en aislamientos obtenidos a partir de muestras clinicas en Espafia (Estepa et al., 2014) y
Francia (Balabanova et al., 2020); no se encontraron reportes de la presencia de este ST

en Colombia, ni en el resto de Latinoamérica.

La coexistencia de estos 14 secuencio-tipos previamente identificados y 7 nuevos, en una
institucion hospitalaria, denota dinAmicas de transmisién complejas en un corto periodo de
tiempo. El analisis MLST es importante para evaluar los vinculos epidemiol6gicos vy
caracterizar las posibles fuentes de transmisién durante las investigaciones de brotes en
entornos clinicos. Sin embargo, el poder discriminatorio de MLST no siempre permite una
resolucion suficiente para identificar la relacién clonal entre los aislamientos. Por lo tanto,
es necesario integrar estos resultados con la informacién obtenida a partir del Pangenoma,
la determinacion de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) y determinacion de la

identidad promedio nucleotidica (ANI).
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4.8.3 Identificacion y andlisis de posibles grupos clonales

La instituciéon hospitalaria participante cuenta con una capacidad de 47 camas en UCI, y
183 habitaciones en hospitalizacion, los 32 pacientes incluidos en el estudio fueron
remitidos desde 22 instituciones hospitalarias a nivel nacional. Para determinar el grado de
relacion genémica general entre los aislamientos obtenidos de los pacientes, se calculd la
identidad de nucle6tidos promedio (ANI) de todo el genoma para todos los posibles pares
de genomas de P. aeruginosa (Figura 4-15). Los valores ANI oscilaron entre 98,3y 99,9%
(media: 98,7%), excluyendo a los tres aislamientos PA-082801332, PA-080801332 y PA-
080801841 (Grupo G), para los que se obtuvieron valores ANI promedio de 93,1% en

relacion con los deméas genomas secuenciados.
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Figura 4-15 Mapa de calor de los valores ANI calculados para cada par de genomas en

todo el conjunto de datos.
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En el mapa de calor generado a partir de los valores ANI calculados para cada par de
genomas, se observa que los grupos de la A a la F conformarian 6 posibles grupos
clonales; mientras que el grupo G, al igual que en el arbol generado a partir del
Pangenoma, conforma un clado independiente, los aislamientos pertenecientes a este
grupo a pesar de que son similares entre si, evidencian que no conforman un mismo grupo

clonal.

Teniendo en cuenta las particularidades de los aislamientos del grupo G, se realizé un
alineamiento BLASTN con el fin de encontrar especies similares a las de este grupo y se
encontré un alto grado de similitud con las cepas: A39-1, Reference Sequence:
NZ_CP068238.1, obtenida a partir de una muestra de suelo en Shanghéi y la cepa CR1,
Reference Sequence: NZ_CP020560.1, también aislada de suelo, pero en Chile,
clasificada como una nueva cepa atipica de P. aeruginosa, debido a que compartia tan
solo el 94% de ANI, con las cepas ambientales y clinicas con las que fue comparada (Sood
et al., 2019). Adicionalmente se encontro el reporte de la cepa PA7, Reference Sequence:
NC_009656.1, un aislado clinico de Argentina con un patrén de resistencia antimicrobiana
notablemente inusual. Esta cepa comparte solo el 93,5% de ANI con la cepa de referencia
PAOL1 y otras secuenciadas, por lo que fue asignada como un valor taxonémico atipico

dentro de la especie P. aeruginosa (Roy et al., 2010).

Para confirmar si estas cepas clasificadas como valores taxonémicos atipicos estaban
relacionadas con las del grupo G, se realizé otro analisis ANI con los genomas PA7, A39-
1y CR1 como grupos externos (Figura 4-16). Para este conjunto de genomas los valores
ANI oscilaron entre 98,52 y 99,9% (media: 99,4%).
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Figura 4-16 Mapa de calor de los valores ANI calculados para el grupo G y cepas atipicas.

Adicionalmente, se realiz6 un arbol filogenético de maxima verosimilitud basado en la
alineacion central de SNP, utilizando las cepas: PAO1, PA7, A39-1, CR1 y las 3 cepas
pertenientes al grupo G (Figura 4-17). En donde se observan que los aislamientos del
grupo G se encuentran dentro del clado del aislado clinico PA7, que a su vez se subdivide
en dos subclados, en donde se evidencia que el grupo G se encuentra mas relacionado
genéticamente con el subclado conformado con las cepas ambientales A39-1y CR-1.

PAO1

—® CepaPA7

A39-1

CR1

PA-080801332
PA-082801332 [ | Grupo G
PA-080801841

Figura 4-17. Arbol filogenético de méaxima verosimilitud, grupo G, cepas atipicas y cepa de

referencia de P. aeruginosa

Estos resultados indican que las cepas del grupo G, también podrian considerarse como
valores taxondmicos atipicos dentro de la especie P. aeruginosa. Quizas la caracteristica
mas llamativa de este grupo es la poca cantidad de genes mediadores de resistencia
encontrados en estas tres cepas, entre 33 y 34 genes, respecto a los demas aislados en
los que se encontr6 en promedio 53 genes. No obstante, solo en estos aislados atipicos

se encontrd la variante PDC-86.
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PDC-86 es una variante del gen blaPDC, que ha sido poco reportada. La hiperproduccion
dependiente de mutaciones de esta Betalactamasa tipo AmpC aumenta la actividad
hidrolitica de P. aeruginosa sobre las cefalosporinas (ceftazidima, cefepima y/o
ceftolozano), con efectos mitigados sobre penicilinas y/o aztreonam (Berrazeg et al., 2015).
Estudios recientes han demostrado que la resistencia clinica a los Betalactdmicos se basa
principalmente en cambios especificos en motivos conservados de PDC, que conducen a
reordenamientos conformacionales que mejoran la eficiencia catalitica de la enzima
(Colque et al., 2022). Estos hallazgos resaltan la necesidad de detectar e identificar todas
las variantes nuevas que generen fenotipos resistentes y posibles fallas terapéuticas.

Se realiz6 una comparacion del rango de conteo de SNP pareados obtenidos en este
estudio, con andlisis de SNP publicados previamente de brotes de P. aeruginosa y se
encontré que en la actualidad no existe un umbral de SNP para la definicion de brote, sin
embargo en algunos estudios se han realizado aproximaciones al respecto (Blanc et al.,
2020) en donde definieron que la distancia de SNP entre dos cepas causantes de brotes
puede oscilar entre 0 y 26 SNP; mientras que (Moloney et al., 2020) afirman que con una
diferencia menor a 37 SNP se pueden establecer relaciones de tipo clonal entre
aislamientos de P.aeruginosa. Sin embargo, debido a la gran variabilidad genética de P.
aeruginosa estos valores pueden llegar a ser especulativos, lo que hace que, cualquier
umbral establecido sea poco confiable. Por consiguiente, para este estudio se integraron
datos gendémicos, clinicos y epidemioldgicos para resolver que aislamientos correspondian
a brotes de P. aeruginosa, utilizando un arbol de filogenia de maxima probabilidad a partir

la alineacion de los SNP del genoma central (Figura 4-18).
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Figura 4-18 Arbol de méaxima probabilidad basado en la alineacion de los SNP del genoma

central

En la clasificacion de grupos clonales que representen posibles brotes generada a partir
de SNP, se excluyo el grupo A (generado a partir de los valores ANI), debido a que habia
una diferencia de 100 SNP entre los dos aislamientos pertenecientes a este grupo y no se
encontré algun nexo epidemiolégico entre ellos; los grupos B y C representaron clones
diseminados en un solo paciente; quedando asi 3 grandes grupos, lo que sugiere un
comportamiento policlonal dentro de la institucion. Adicionalmente se generé una linea del
tiempo con el fin de correlacionar los diferentes eventos (cambios de servicio) de los
pacientes y la aparicién de los aislamientos de P. aeruginosa, que fueron representados
en la grafica como circulos coloreados de acuerdo con el ST al que pertenecian (Figura 4-
19).

= Grupo clonal 1: conformado por 5 aislamientos, pertenecientes al clon de alto

riesgo ST235. En este grupo se puede identificar la cepa PA-121603024
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perteneciente al paciente P0O01, como posible origen del brote, debido a que fue
detectada en el servicio de UCI en noviembre de 2019 y clasificada como causante
de IAAS institucional. En enero de 2020 se detecta la cepa PA-012202041, en la
cama 328 de Hospitalizacion (area de aislamiento por contacto), perteneciente al
paciente P003, que a pesar de ser descartada como causante de IAAS, muestra
una diferencia de tan solo 14 SNP con la anterior y adicionalmente existié un nexo
epidemioldgico, debido a que ambos pacientes fueron sometidos a multiples
procedimientos quirdrgicos en el quiréfano 1, entre octubre a diciembre de 2019.

Se puede ver como este brote se disemina y se mantiene en circulacion, migrando
hasta la cama 307 de hospitalizacion (area de aislamiento por contacto), en donde
fue detectado en el mes de agosto de 2020 en dos aislamientos del mismo paciente
P014 (diferencia 3 SNP) y luego aparece nuevamente en noviembre de 2020 en el
paciente P0O31 en el servicio de UCI, esta cepa presentd una diferencia de solo 34

SNP con respecto a la cepa del paciente P001 identificada un afio antes.

A pesar de que los aislamientos de los pacientes P003, P014 y P031 no fueron
clasificados como causantes de IAAS institucional, se puede observar una gran
similitud genética con respecto al aislamiento del P0O01, lo que sugiere que la
transmisién intrainstitucional es un escenario muy probable y méas teniendo en
cuenta la superposicion espacial y temporal para los pacientes que habian

ingresado en los mismos quir6fanos y areas de aislamiento por contacto cercanas.

El resistoma en este grupo clonal se encuentra totalmente conservado, esto debido
a que, en todos los aislamientos pertenecientes a este grupo, se encontraron los
mismos 57 genes mediadores de resistencia a antibioticos, determinados a partir

de genoma completo.

= Grupo clonal 2: en este grupo encontramos dos aislamientos pertenecientes al clon
de alto riesgo ST244. La diferencia entre ambos aislamientos fue de 16 SNP y
existio un nexo epidemioldgico entre ellos, por lo cual fueron considerados como
grupo clonal. El aislado PA-082302152 obtenido a partir de una secrecion

orotraqueal del paciente P016, con infeccion por SARS-CoV-2 confirmada por
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prueba extrainstitucional positiva, que ingreso al servicio de UCI en agosto de 2020
(cama 29), durante su estancia en UCI desarroll6 una traqueitis bacteriana,
causada por P. aeruginosa, asociada a ventilacion mecénica invasiva, por lo que
fue hospitalizado en el area de aislamiento por contacto en la habitacion 346 desde
finales de agosto, hasta que fue dado de alta a finales de septiembre de 2020.

En octubre de 2020 ingresa el paciente P028 al area de aislamiento por contacto
en la habitacién 328, este paciente cursaba con una bacteriemia causada por P.
aeruginosa, asociada a catéter venoso central. A pesar de que no se encontraban
en habitaciones contiguas, estos aislamientos fueron clasificados como parte de un
mismo grupo clonal debido a la estrecha proximidad espacio-temporal entre ellos,
esto ha sido corroborado por la poca diferencia de SNP entre ambos aislados,

mostrando que estan altamente relacionados a nivel genético y epidemioldgico.

Al igual que en el grupo clonal 1, el resistoma de los aislamientos del grupo clonal
2 se encuentra totalmente conservado, encontrandose que en el resistoma
obtenido a partir del genoma completo, comparten 51 genes mediadores de

resistencia a antibioticos.

= Grupo clonal 3: representado por 13 aislamientos correspondientes al clon de alto
riesgo ST111. Conformado por varias subpoblaciones clonales, dentro de las que
se destacan las pertenecientes a un mismo paciente: P020, con un total de 5
aislados con diferencia de 0 SNP; paciente P004, con 2 aislados, con diferencia de
3 SNP y por ultimo el paciente P005, con dos aislados, con diferencia de 2 SNP, el
paciente P0O05 inicia la diseminacion de este clon en UCI en febrero de 2020 y se
mantiene hasta diciembre del mismo afio, en los servicios de UCI y hospitalizacion.
Los intervalos de tiempo entre los casos sugieren una alta persistencia del clon
ST111 en las salas de UCI y hospitalizacion de la instituciébn hospitalaria

participante.

También, se evidencia la presencia de una subpoblacién clonal muy importante,
conformada por los aislamientos PA-081201841 y PA-102700211 pertenecientes a

los pacientes P015 y P029 respectivamente, debido a que fueron los Unicos
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portadores del gen blaKPC-3, recientemente reportado en P. aeruginosa. La
diferencia entre ambos aislados fue de 5 SNP y como nexo epidemioldgico se
encuentra que el paciente PO15 se encontraba en el servicio de UCI (cama 217) en
el momento que es detectado el aislamiento y fallece en esa misma cama en el
mes de agosto de 2020. A principios de octubre del mismo afio, ingresa el paciente
P029 también a la UCI (cama 211) en donde se detecta el aislamiento y también
fallece. Lo anterior, demuestra la persistencia de esta subpoblacién incluso un mes

después de su introduccion, en un mismo servicio en camas cercanas.

En cuanto al resistoma de este grupo clonal, se encontré que comparten el 87,5%
de los genes, encontrandose la mayor variacion en la presencia/ausencia de los
genes asociados a la produccion de carbapenemasas blaVIM-2, blaKPC-3 y genes
asociados a enzimas modificadoras de aminoglucésidos: AAC(6")-lan, AAC(6")-29a,
AAC(6')-29b. Cabe resaltar que, tanto en este estudio como en reportes previos,
estos genes se han encontrado en elementos genéticos méviles (como plasmidos),
lo cual explica la variabilidad encontrada en los 13 aislamientos pertenecientes al

grupo clonal 3.

En el arbol de maxima probabilidad basado en la alineacién de los SNP del genoma central
(Figura 4-18), el grupo clasificado como grupo G, por medio del ANI, form6 un claster
independiente y claramente diferenciado en relacion con los demas aislamientos. En este
cluster se encontraron dos aislamientos pertenecientes al paciente P013 (Figura 4-16),
provenientes de muestras de secrecién orotraqueal y orina, ambos detectados en el mismo
mes y servicio, pero con una diferencia de 259 SNP, siendo el Gnico caso encontrado

dentro del estudio, de infeccidon en un mismo paciente por dos cepas diferentes.

Como era de esperarse los clones de mayor diseminacion dentro de la institucién, fueron
los clones de alto riesgo ST111 y ST235. El analisis de la dinamica circulatoria clonal en
los 25 pacientes con un solo aislamiento mostré que 13 (52%) tenian clones exclusivos y
10 (40%) presentaban clones diseminados entre pacientes (excluyendo a los dos
pacientes con ST274, que no fueron clasificados como clones). De los 7 pacientes con
multiples aislamientos, 2 clones presentaron exclusivamente diseminacion en el mismo
paciente (ST663 paciente PO18 y ST nuevo P019).
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La presencia y diseminacion de los 3 grupos clonales descritos, demuestra como la misma
cepa puede persistir en entornos hospitalarios durante meses, esto se logré determinar
gracias a que la investigacion epidemiolégica y gendmica combinada permitio establecer
posibles rutas de transmision entre pacientes vinculados por proximidad en periodos de

tiempo y espacio.
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Figura 4-19 Dinamica de circulacion de los aislamientos de P. aeruginosa durante 2019-2020

a. Dinamica pacientes de septiembre a diciembre de 2019
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Linea del tiempo de la dindmica de circulacion de los aislamientos de P. aeruginosa durante 2019-2020. Del lado izquierdo se encuentran
los pacientes y dentro de los cuadros resaltados se indica el grupo clonal al que pertenecen (Grupo clonal 1,2 o 3) del lado derecho se encuentran
todos los eventos (cambios de servicio) por paciente. Los aislamientos de P. aeruginosa fueron representados como circulos coloreados de acuerdo
con el ST al que pertenecen. En la parte inferior se pueden observar los meses y el afio en los que se desarrolla cada evento.
Para una mejor visualizacién se agruparon en periodos a. Dinamica pacientes de septiembre a diciembre de 2019, b. Dinamica pacientes de enero
a mayo de 2020 y c. Dinamica pacientes de junio a diciembre de 2020.
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

En este estudio se determind la presencia de un comportamiento policlonal en una
institucion hospitalaria de tercer nivel de complejidad en Bogota-Colombia, durante el
periodo 2019-2020, permitiendo conocer a detalle las dindAmicas de diseminacién y

surgimiento de multiples perfiles de resistencia asociados a distintos grupos clonales.

Sin duda, la presencia y circulacion de 14 secuencio-tipos (ST), dentro de los que se
encuentran varios tipos de clones de alto riesgo de propagacion internacional (ST111,
ST235, ST244) y el hallazgo de 7 (ST) que a la fecha aun no han sido identificados;
sugieren fuertemente que, estos secuencio-tipos ya se han extendido a lo largo del
territorio nacional, teniendo en cuenta que todos los pacientes del estudio fueron remitidos

desde otras instituciones ubicadas en diferentes regiones del pais.

Esta investigacion, confirma la presencia del gen blaKPC-3 en 2 aislamientos,
consolidandose como el segundo reporte de este gen en P. aeruginosa en Colombia.
Adicionalmente se encontraron 3 aislados genotipicamente similares con cepas que han
sido reportadas como valores taxondmicos atipicos, ratificando la amplia plasticidad

gendmica de este microorganismo.

Finalmente, este trabajo evidencid la presencia de brotes al interior de la institucién y por
medio de la genémica comparativa determiné que el 47,8% de las cepas clasificadas como
IAAS extrainstitucionales o descartadas como causantes de I|AAS, realmente se
encontraban dentro de la institucion, perteneciendo a alguno de los grupos clonales 1,2 o
3; demostrando el potencial del uso de la Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS) y

las herramientas bioinformaticas, clinicas y epidemioldgicas que permitieron abordar la
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investigacion tanto de brotes como del tratamiento antimicrobiano en un contexto

intrahospitalario real, con miras a una “Epidemiologia de precision”.

5.2 Recomendaciones

Para estudios posteriores, seria beneficioso incluir varias instituciones hospitalarias para
obtener una vision global mas precisa de la distribucion y circulacion de estos clones en el

pais.

Se recomienda la inclusion de aislados obtenidos a partir de muestras del entorno
hospitalario en eventos relacionados con brotes, para tener un andlisis mas completo de

las posibles rutas de transmision de estas cepas.

Se sugiere el uso de la secuenciaciébn nueva generacion como método de apoyo
diagnostico en Instituciones hospitalarias, para dar respuesta a problemas persistentes
como: las limitaciones de los sistemas automatizados para pruebas de identificacion y
susceptibilidad y la falta de una epidemiologia de precision que permita determinar
verdaderos brotes; la secuenciacién nueva generacion y casi en tiempo real, de patégenos
ha demostrado ser una alternativa recomendable para su uso en ambitos clinicos, con el
fin de alcanzar un enfoque mas especifico para el control de enfermedades infecciosas

tanto a nivel individual como poblacional.

Se considera necesario, la realizacion de estudios de de transcriptomica, con el fin de
conocer los perfiles de expresién génica de los aislamientos y el impacto de la regulacién

transcripcional multifactorial en el fenotipo de resistencia.

Por ultimo, se recomienda continuar con la vigilancia gendmica y epidemiolégica de la
resistencia antimicrobiana y las infecciones causadas por aislamientos de P. aeruginosa
en el pais, con el fin de establecer directrices estrictas para el uso prudente de

antimicrobianos, y asi reducir al maximo la aparicién de aislamientos multirresistentes.
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Diagnéstico molecular de resistencia, virulencia y seguimiento epldemiolégico de
bacterias Gram negativas multirresistentes causantes de I1AAS, basado en
sacuenciacion de genoma completo (WGS) y datos sociodemograficos y clinicos

Investigador principal: PhD. Emiliano Barreto Hemandez
Cadigo:
Iniclales del paciente C.C.

INFORMACION PARA EL PACIENTE

Objetivo: realizar el diagndstico mokecular v &l seguimiento epidemicldgico de la resistencia
y la virulencia de bacteras Gram nagativas multirresistentes causantes de |1AAS, a través
de la implemeantacidn de una plataforma de secuenciacidn de genoma completo.

Justificacién: mediante este formato se solicita su colaboracidn para participar en una
Investigacidén que tiene como objetivo realizar el diagndstico molecular v el seguimiento
epidemioligico de la resistencia y la virulencla de bacterias Gram negativas
multirresistentas.

El estudio permitird conocer los patrones de resistencla y virubencia de log microorganismos
causantes de infecciones asociadas a la atencidn en salud.

SU PARTICIPACION ES ABSOLUTAMENTE VOLUNTARIA Y NO AFECTARA SU
ATENCION MEDICA

Procedimientos del estudio: para este estudio no e realizardn procadimientes o toma de
muestras adicionales a las que su médico tratante ha ordenado. Los datos gue gueremos
generar seran cbtenidos mediante estudios que sa realizaran a la(s) bacteria(s) obtenida(s)
de los cultivos realizades durante la permaneancia en esta institucidn y de la Informacidn que
s& ancuentra en su historia clinica. Debido a lo anterdor, sl acepta participar en este estudio,
NO sera somelido intervenclones invasivas o minimamente invagivas adicionales a las que
recibiria si no acepta participar.

Su participacidn inicla a partir de la firma del presante consentimiento informado, en donde
se autoriza el uso del microorganismols) aislado(s) a partir de cultivo(s), duranta los 36
meses previstos para la realizacion del presente proyecto.

La(s) bactera(s) obtenida(z) de cultivo(s) que sera(n) utilizada(s) en esta investigacidn, se
conservara(n) y almacenara(n) en el capario dal Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Macional de Colombila por dos métodos: congealacidn a -B0°C vy liofilizacidn.

Beneficios
La participacidn en este estudio no plantea ningdn resgo presenta o a futuro para usted.

Confidencialidad

Solo el investigador principal v sus colaboradores sabran que usted estd participando en el
estudio. Los registros que 2e hagan se hardn identificandolo sdlo con un cddigo v no con el
nombra. En caso de publicacién de los resultados de este estudio, usted no serd identificado
por el nombre.

COMITE DE ETICA
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Contacto: preguntas, aclaraciones e informacién adicional

En caso de dudas, preguntas o requarir aclaraclones, consultar con Ménica Roclo Aguilera
Lozano lider de Epidemiclogia Area de Calidad, Corporacidn SALUDUM- Hospital
Universitarlo MNacional, al teléfono 3904888 ext 12621 o al comeo electrdnico:
monica aguilerag@hun.edu.co.

CONSENTIMIENTO

Para la realizacidn de este estudio, permito el acceso al personal médico autorizado del
Hospital Universitario Macional de Colombila v a los investigadores de la Universidad
Macional de Colombia, adscritos al proyecto de investigacidn; a la recoleccidn y andlisis de
lafs) bactera(s) aisladas a partir de cultivo(s) y a la informacidn clinica necesaria para el
cumplimiento de los objetivos de este proyecto de investigacion.

Autorizo informar los resultados clinicos de este estudio a las instituciones clentificas
designadas por los Investigadores del provecto v a las entidades que particlpen en asta
Investigacidn, para que los resultados se publiguen o se presentar en revistas de clentificas
¥ &n congresos académicos, slempra y cuando se consarve la absoluta confidenclalidad de
mi nombre y datos personakes.

Después de haber leido v entendido lo anterior, acepto voluntariamente participar en al
estudio, firmando este formulario de consentimiento informado.

ACEPTO PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO: S5I NO

Inlciales del pacients Fimna ded paciente yo huella
Documento de dentidad Fecha

Mombre del testigs Firma y C.C. del testigo
Teléfono y direccidn Farenlesco

Persona que dings & congentimiento informado Firma y C.C

COMITE DE ETICA
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Anexo B: Protocolo de recoleccidn,
transporte y procesamiento general
de aislamientos clinicos en el

Laboratorio de Epidemiologia
Molecular

Labor o Epdemigogi RECOLECEION, TIRANSPORTE X .
.U:Mmi, cloge PROCESAMERTD GERERAL OF Fecha: MVIR2018

Universitind Macons di Colomba LA (LGOS

Edicién N*1

RECOLECCION, TRANSPORTE Y PROCESAMIENTO GENERAL DE
AISLAMIENTOS CLINICOS EN EL LABORATORIO DE EPIDEMIOLOGIA
MOLECULAR (IBUN)

Este documento es propiedad del Laboraforic de Epidemiologla Molecular del Instituto de
Biatecnologla de la Universidad Macional de Colombia (Sede Bogota). Lainformacidn en el contenida
no podra reproducirse total ni parcialmente.

1. PROPOSITO Y ALCANCE
El propdsito da este documentio as establecer las direciices para asegurar la calidad de los aislados
clinicos, pariendo desde la recoleccion, hasta la llegada de las cepas al laboraiorio.

2 FUNDAMENTO

Para la oblencidn de resultados dptimos en el |laboratorio, se debe parir de la calidad de los
aislamientos; es dacir, la cormacta recoleccidn, rotulacidn, embalaje, verificacidn y transporta al
laboratorio en las condiciones adecuadas para los estudios que se reguieran.

3. RECOLECCION DE LOS AISLAMIENTOS CLINICOS

Las muestras provenianies de pacientas que cumplan los criterios de inclusidn definidos en el
pratocolo, seran remitidas al laboratorio de Epidemiclogla Molecular del Instituto de Biotecnologia
de la Universidad Macional de Colombia, previo diligenciamiento del consentimiento informado,
formato de identificacidn de los aislamientos y anexando el reporie del equipo aulomatizado.

Para que la recoleccidn de los aislamientos sea realizada de forma adecuada evitando la
contaminacian, es indispensable que siga |as siguientes instrucciones:

3.1. A partir de un cultivo puro del microorganismao, resiembre en forma masiva el aislamienio en un
medio primario (BHI, Agar Sangre & tripticasa de soya) inclbelo por 24 horas a lemperatura de 35°C.

3.2 Abra el empagque del medio da transporta en condiciones aséplicas y marquelo, indicando facha,
tipo de muestra, género | espeacie dal microorganismo y codigo de la muestra (Esto se regird a las
normas intemas del Hospital Universitarioc Macional). | Ver Fig. 1 "Caracteristicas del medio de
transporte v rofulacion”)

Fig. 1 Carscirnisticas del medio de anspons ¥ ollacan
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. RECOLECCION, TRANSIOITE ¥ .
meu::' Pyiuiie PROCESAMENTD GENERAL DE | Focha: J006/2018
locs.las : AN AMENTOS CUNICOS

Edicidn N*1

3.3. En cabina de flujo laminar, recoja la totalidad del aislamiento de la caja de pelri con el escobilion
estéril del medio de transporte e introdzcalo en el medio, asegurandose de que quede totalmente
sellado.

3.4. El medio de fransporte debe mantenerse a temperatura ambiente en un lugar limpio y seco.
4. TRANSPORTE

- Introducir el aislamiento en el empaque absorbente que tiene la capacidad de tres medios de
transporte (encontrard dos empaques absorbentes con capacidad de 6 medios de transporte).

- Luego introduzca el empaque absorbente deniro de la bolsa plastica y proceda a sellarla
desprendiendo la cinta adhesiva y volteando hacia adentro la bolsa de plastico de manera que quede

completamente sellado.
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Labomiorio de Epdemiciogia NECOLECTION, TIRANSFONITE ¥ Focha: MORI2018

Mah_mlu
Universicad Naciona de Colombia Edicién N*1

- Cologue la bolsa dentro de la caja de plastico, cierre |la tapa y cologue la etiqueta para asegurar
que no quede abierta.

- Introducir en el sobre de manila de burbujas la caja con los aislamientos, el formato de identificacion
de los aislamientos y el reporte del equipo automatizado. Selle el sobre.

El envio al laboratorio debe ser lo mas rapido posible con objeto de asegurar la supervivencia de
microorganismos de dificil crecimiento. Cuando tenga listo el envio, favor comunicarse al Grupo
Laboratorio de Epidemiciogla Molecular del Instituto de Biotecnologla de la Universidad Nacional de
Colombia para programar la recogida del paquete, Tel 3165000 ext 16976 o Cel.3108548560.

5. PROCESAMIENTO

En el Laboratorio de Epidemiclogla Molecular, en condiciones de asepsia y haciendo uso de la
cabina de bioseguridad, se procedera a Inoculacién de la muestra en los medios de cultivo
correspondientes para su recuperacion.

6. CONSERVACION

Una vez recuperados los microorganismos, se verificara la pureza de los aislamientos y seran
praservados por dos métodos: congelacién a -80°C y liofilizacién, para ser almacenados en el cepario
del Laboratorio de Epidemiologia Molecular.



Anexos

112

Anexo C: Formato de Seguimiento
Epidemiologico

.ﬁl] UNIVERSINAT

IDE COHLOMBIA
w BEDE BOOOTA

FORMATO DE SEGUIMIENTO EPIDEMIOLOGICO

INFORMAGCION PACIENTE

Codigo interno del pacients

Nombrea

Apsllidos

Tipo de identificacion

N.® de Identificacion

Sexo biologico

Masculine
Femening
Sin deteminae

Fecha de nacimisnto [DOMMIAA)

Municipio de procedencia

Dispartamanto da procedancia

Facha da ingreso al hospital (DDIMMIAA)

DATOS ESTANCIA HOSPITALARIA

Hospital

Giudad

DATOS REMESION
Hospitalizacion previa |:l'.IHjm|:|a 1a 6 masas) 3!:' -_
Institucion de remision
Giudad
Fecha da remision (DDMMAA)

Tiempo en &l sitio de remision (dias)

Diapositives reporiados (Sitio de remision)

Antibioticotarapia (Durants la satancia en &l aitic de remision)

Uso de antimicrobiancs a nivel intrahoapitalario 3!:' -
Anghatsico Deosis Wi de administracion Inicio (DDMMAA| o (DOVMMIAS)
Prushaalexamenss ds laboratorio
Examien reafizade Fecha [DIVEMIAK) Resulzda
Reporie da LAAS
Fecha de reports de LAAS:
Tipo de LAAS:

Diatos adicionalas
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i
1 F UNIVERSID ALY

e NACIONAL
| "4 DE COLOMBIA

St RENF BOOOTA

FORMATO DE SEGUIMIENTO EFIDEMIOLOGICO

H.* Evento

Servicio

H¥Cama o Sala

Fecha de ingreso [DDMMAS)

Dizgnassico de ingreso al servicio

Disposativas
Dispositives Fecha de colocacson (DDIMMIAA | Fecha de retirs DDIMMAL)
Procedimientos
Procedmasnte Sakaiuirofanc Fecta
Antibinticoterapia
[T [ e —— Indcha [DUAMMAK, i [DOMWAY,
Mussiras
Feoh g8 MEaspEon =
Tige g mussTa laborataria - Resutads Cidign aistmimin
DOMNIAR) COMMAA]

Eargre —

Orimay —_

Beoecon d= herda —_

Exnalz —_—

Lewmdz beorco s

. g —

T —

Fial y tsfid s biandas —

o —_

Lousn

Lswads oD mvesir

. g —

LcR —_

Pied y fefidas blsngas —_

o —_

Lcusn

Feporie de IAAS

Fecha de reporte de BAS:

Tipo de IAAS:

Datos de egreso del servicie

Fecha de alida [DOMMIAR]

Motivo d= egreso del servicio
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'm] USIVERSIDAT

Figd NACIONAL
D COHLOMBIA,

w REDE BOOOT A

FORMATO DE SEGUIMIENTO EPIDEMIOLOGIGO

PUNTUACION APACHE Il DE INGRESD: aolo pacientes UCI (primeras 24h)

Miumero del evento

Temparatura (*G)

Pras. arterial media

Frecusncia Gardiaca

Frecusncia Respiratoria

A3PO{Fi0z=30 %) 0 Pala|Fidz=30 %)

pH artsrial o HGOa

Na* sarico (mEg)

K= s&rico (mEgh)

Greatinina sérica

Hematocrito

Recusntey de leucocitos

Glasgow

Edad an afas

Problemas cronicos de salud: Marque con una

™

Ningumnoe

Mo quirirgico

Oparacion guirdrgica urgents

Oparacion guirdrgica programada

DESENLACE

Egreso:
Tipo de deasnlace Difurrto:

Refiro voluntario:

Facha dal desenlace (DIMMIAA)

COMENTARIOS ADIGIONALES
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Anexo D “Resultados perfil fenotipico de
susceptibilidad a antibiéticos- BD Phoenix™

Paciente Codigo aislamiento |- o Tep F?gtigggcolim LEV | MEM | PTZ
P0O01 PA-121603024 s|s|rR|R|SsS|R|R|R|sSs
P002 PA-121300161 s|s|RrR|s|s|R|R| s |s
P003 PA-012202041 R|R|R|R|R|R|R|R|R
004 PA-020100661 s |R|R|R|RI|R|S|R|R

PA-041700962 R|R|R|R|R|R|R|R|R
P00S PA-020601251 R|R|R|R|R|R|R|R|R
PA-021200803 R|R|R|R|S|R|R|R/|R
P006 PA-020601432 s | s|s |1 Il |[R| s | R |s
P007 PA-022901251 s|rR|s|s|s|rR|s|R|s
P00 PA-032200042 s | rR|s| 1 |s|rR|s|R|R
P009 PA-040901603 s|s|s|s|s|rR|s|R|s
P010 PA-051200891 s I R s | 1 |[R|[R| I |R
PO11 PA-051200991 s|s|s|s|s|s|s| s |s
P012 PA-060900232 s|s|s|s|s|s|s| s |s
P013 PA-080801841 | R|Is|R|R|R|I R | I
PA-080801332 [ R[s|R| s |R]|.I R | 1
PO14 PA-080802541 R|R|R|R|R|R|R|R|R
PA-081501611 R|R|R|[R|RI|R|R|RI|R
P015 PA-081201841 R|R|R|R|R|R|R|R|R
P016 PA-082302152 s|s|RrR|s|s|s|s]| s |R
PO17 PA-082801332 s|s|RrR|s|s|s|rR| s |s
PA-090300122 s|s|s|s|s|s|s| s |s
PO18 PA-090300091 s |R|s|s|s|s|s| s |s
PA-090500032 s|s|s|s|s|s|s| s |s
P19 PA-090302331 s|s|s|s|s|s|s| s |s
PA-090401061 s|s|s|s|s|s|s| s |s
PA-090602511 s | R|R| 1 | s|R|R|R|Ss
PA-090602521 s |R|IR| I I |R| R | R |1
P020 PA-101902381 R|R|R| I I |IR| R | R |
PA-090700032 R|R|R|[s|s|R|R|R S
PA-100702521 | R|IR| 1 |[s|s|R|R|Ss
P021 PA-090900692 s|s|s|s|R]|s|s| s |s
P022 PA-091802471 s|s|R[s|RI|IR|S|RI|R
P023 PA-091901991 s | R|s|R|s|R|s|RI|R
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Antibiéticos

Paciente Codigo aislamiento | AMK | CAZ | CIP | FEP | GEN [ IMI | LEV | MEM | PTZ
P024 PA-092102451 S S s |s| s S

P025 PA-100400502 S S S |[R| R R S
P026 PA-100601002 S R | I S |[R|R R [
P027 PA-101602131 S s|s|s| s |s]|s S S
P028 PA-102301692 S s |s| s s |s| s S S
P029 PA- 102700211 S R|R| S I | S| R R S
P030 PA- 110402592 S R | R|S|R|R R R
P031 PA-110700531 R R R|S|R|R R R
P032 PA-121602982 R R R|RI|R|R R [

Amikacina (AMK), Ceftazidima (CAZ), Ciprofloxacino (CIP), Cefepime (FEP), Gentamicina (GEN),
Imipenem (IMI), Levofloxacino (LEV), Meropenem (MEM), Piperacilina/Tazobactam (PTZ).
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Anexo E

e Qubit NanoDrop
Identificacion del | concentracién ng/pL .
aislamiento Concentracion ng/uL A260/A280 A260/A230

PA-121603024 26,21 58,7 1,95 2,24
PA-121300161 54,68 1685 2 2,09
PA-012202041 49,81 68 1.9 2

PA-020100661 37,86 70,1 1,95 2,25
PA-041700962 34,41 46,6 1,88 2,02
PA-020601251 52,91 88 1,93 2,08
PA-021200803 26,45 53,1 19 2,01
PA-020601432 36,24 77,1 1,93 2,07
PA-022901251 29,81 48,4 1,91 2,12
PA-032200042 26,32 39,9 1,87 1,99
PA-040901603 30,29 67,2 1,99 2,06
PA-051200891 53,9 72,3 1,88 2,27
PA-051200991 44,3 80,2 1,91 2,71
PA-060900232 42,9 56,2 1,93 1,98
PA-080801841 81 129,7 1,91 2,34
PA-080801332 318 689,9 1,92 2,25
PA-080802541 209 189,2 1,88 2,24
PA-081501611 209 274,6 1,88 1,98
PA-081201841 140 147 1,91 1,91
PA-082302152 167,1 160 2,14 1,98
PA-082801332 150 149,9 19 2,31
PA-090300122 120 134,7 1,91 2,47
PA-090300091 186 1751 1,86 1,99
PA-090500032 140 1411 1,89 2,37
PA-090302331 81,1 89,9 1,87 1,98
PA-090401061 136 1315 1,87 2,32
PA-090602511 131 1497 1,91 2,23
PA-090602521 248 267,3 1,89 2,09
PA-101902381 43,7 129 19 1,95
PA-090700032 180 188,4 1,88 2,1
PA-100702521 433 48 1,08 2

PA-090900692 69,2 85,1 1,91 2,48
PA-091802471 76,6 81,7 1,86 2,2
PA-091901991 229 337 1,82 2

PA-092102451 184 51,2 1,95 2,11
PA-100400502 72 58,4 1,82 1,95

“Resultados calidad, pureza vy
cuantificacion del DNA genémico”
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PA-100601002 621 44,7 1,85 2,1
PA-101602131 48.7 74,3 1,98 2,2
PA-102301692 29 30,6 1,88 1,91
PA- 102700211 358 58,6 1,87 1,98
PA- 110402592 20.9 40.3 195 2

PA-110700531 60,4 95,3 1,88 294
PA-121602982 12,7 24,3 2,02 2,05
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Anexo F. Resultados secuenciacién

Resultado de las Librerias Resultado secuenciacién
Cédigo ] Tamafio promedio del
aislamiento Qubit (ng/pl) fragmento (bp) Total reads | Profundidad teérica
PA-121603024 18,8 437 960408 92
PA-121300161 24,8 617 608322 58
PA-012202041 26,7 579 524407 50
PA-020100661 29,6 571 3389983 325
PA-041700962 19,4 624 623994 60
PA-020601251 16,3 567 2020338 194
PA-021200803 27,1 591 2085600 200
PA-020601432 248 569 749441 72
PA-022901251 30,2 567 1174523 112
PA-032200042 17,9 512 2085613 200
PA-040901603 26,8 719 1401699 134
PA-051200891 20,7 570 849033 81
PA-051200991 20,1 570 878643 84
PA-060900232 25,3 570 990455 95
PA-080801841 26,7 570 1023919 98
PA-080801332 11,2 570 1555482 149
PA-080802541 24,6 570 1341909 129
PA-081501611 24,5 570 1012628 97
PA-081201841 26,5 570 949901 91
PA-082302152 25,2 570 1061638 102
PA-082801332 25,5 570 979135 94
PA-090300122 21,8 570 1074516 103
PA-090300091 12,4 570 1344321 129
PA-090500032 18,5 570 1065135 102
PA-090302331 23,3 570 1187925 114
PA-090401061 32,1 570 1002731 96
PA-090602511 21,1 570 1087636 104
PA-090602521 26,0 570 1205102 115
PA-101902381 15,7 622 1483844 142
PA-090700032 24,7 570 1004911 96
PA-100702521 19,0 607 485724 47
PA-090900692 29,5 570 952649 91
PA-091802471 32,5 570 1292348 124
PA-091901991 9,61 570 1430343 137
PA-092102451 12,6 676 1537334 147
PA-100400502 15,0 810 2594194 248
PA-100601002 23,4 749 937348 90
PA-101602131 21,0 537 771296 74
PA-102301692 11,3 849 2061609 197
PA-102700211 13 755 1775240 170
PA-110402592 5,83 600 1650311 158
PA-110700531 14,6 600 2066871 198
PA-121602982 7,09 600 935800 90
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Anexo G. Resultados de la evaluacion de los
ensamblajes

Codigo aislamiento

Calificacion del ensamblaje

Profundidad del

Numero de

Contig mas

Tamaiio del

ensamblaje contias arands genoma %CG N50 NG50 | L50 | LG50 Notas
PA-121603024 65 X 82 573004 6867294 65.99 | 212358 226695 | 12 | 10

*PA-121300161 75 X 3 5334467 6407470 66.40 | 5334467 | 5334467 | 1 1 Ensamblaje hibrido
*PA-012202041 73 X 2 6957516 7000231 65.88 | 6957516 | 6957516 1 1 Ensamblaje hibrido
*PA-020100661 200 X 48 1808961 7395971 65.57 | 1287076 | 1780069 | 3 2 Ensamblaje hibrido
*PA-041700962 63 X 27 4756025 7513447 65.44 | 4756025 | 4756025 | 1 1 Ensamblaje hibrido
PA-020601251 135 X 81 762615 7256543 65.64 | 285380 308180 9 7

*PA-021200803 111 X 23 3231191 7371253 65.60 | 2951826 | 3231191 | 2 1 Ensamblaje hibrido
PA-020601432 57 X 42 697321 6362526 66.46 | 403555 403555 7 7

PA-022901251 90 X 44 665674 6325535 66.50 | 402178 402178 7 7

*PA-032200042 106 X 18 3194670 6998206 65.88 | 1134860 | 3194670 | 2 1 Ensamblaje hibrido
PA-040901603 98 X 41 783067 6848750 65.94 | 454422 509866 6 5

PA-051200891 60 X 51 899074 6428922 66.35 | 232250 243005 9 8

PA-051200991 61 X 39 838243 6388765 66.40 | 395349 478816 6 5

PA-060900232 150 X 49 722872 6223964 66.28 | 336570 336570 7 7

PA-080801841 74 X 57 865995 6333055 66.63 | 202515 202515 9 9

PA-080801332 105 X 31 1141255 6276150 66.75 | 707817 707817 4 4

PA-080802541 83 X 81 588352 6862962 65.99 | 188492 218325 | 12 | 10

PA-081501611 67 X 78 582529 6862475 65.99 | 187816 198314 | 12 | 10

PA-081201841 61 X 82 802318 7173997 65.68 | 293799 296930 8 7

PA-082302152 68 X 61 576356 7008471 65.93 | 259469 299430 | 10 8

PA-082801332 71X 51 865989 6333464 66.64 | 245467 275142 8 7

PA-090300122 129 X 46 663721 6292662 66.50 | 360486 360486 7 7

PA-090300091 91 X 49 663774 6290380 66.50 | 368330 368330 7 7

PA-090500032 75 X 50 663774 6290627 66.50 | 371324 371324 7 7

PA-090302331 141 X 23 1642333 6902933 66.40 | 977407 977407 3 3

PA-090401061 72X 22 1332195 6293867 66.49 | 769234 769234 3 3

PA-090602511 65 X 75 644602 7071814 65.80 | 244025 265958 | 11 9

PA-090602521 78 X 61 669519 7076448 65.80 | 287089 291769 | 10 8

PA-101902381 92,4 X 75 720055 7066784 65.80 | 260176 266557 | 10 9

PA-090700032 65 X 70 720561 7071745 65.80 | 266397 308086 9 8

*PA-100702521 145 X 1 7154863 7154863 65.75 | 7154863 | 7154863 1 1 Ensamblaje hibrido
PA-090900692 123,2 X 116 319967 7483357 65.53 | 141218 165190 | 19 | 15

PA-091802471 150,5 X 42 657143 6341457 66.47 | 344211 344211 7 7

PA-091901991 85 X 207 282505 6770923 66.04 | 70550 80879 26 | 22

PA-092102451 99 X 48 883122 6432121 66.38 | 320026 320026 7 7

PA-100400502 229,1 X 43 722869 6743962 66.24 | 247368 260820 8 7

PA-100601002 60 X 57 673113 6483314 66.20 | 265163 267060 9 8

PA-101602131 49 X 29 1095873 6549508 66.24 | 428058 428058 5 5

PA-102301692 130 X 50 770200 6633844 66.13 | 265095 274672 8 7

PA-102700211 102 X 68 762455 7169922 65.69 | 269374 327172 9 7

PA-110402592 105 X 150 367009 6228048 66.54 | 101178 101178 | 18 | 18

PA-110700531 119 X 79 642310 6885513 65.94 | 235482 241200 | 10 9

PA-121602982 52 X 307 231547 7259733 65.53 | 46169 55245 43 | 33
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Anexo H. Resultados de la anotacion de los

genomas

Codigo aislamiento Genes predichos CDS | tRNA | rRNA
PA-121603024 6505 6334 | 67 6
PA-121300161 6018 5813 | 67 5
PA-012202041 6232 6360 | 67 6
PA-020100661 7102 6919 | 67 4
PA-041700962 7051 6871 | 67 4
PA-020601251 6908 6721 | 70 4
PA-021200803 6903 6715 70 4
PA-020601432 6042 5830 | 66 5
PA-022901251 5918 5751 | 67 5
PA-032200042 6543 6366 67 4
PA-040901603 6361 6198 | 67 6
PA-051200891 6361 6198 | 67 6
PA-051200991 5947 5793 | 68 7
PA-060900232 6079 5870 68 6
PA-080801841 5947 5757 | 67 3
PA-080801332 5902 5737 | 69 5
PA-080802541 6509 6342 | 67 6
PA-081501611 6511 6344 | 67 6
PA-081201841 6855 6670 | 70 4
PA-082302152 6719 6477 69 7
PA-082801332 5954 5764 | 67 3
PA-090300122 5918 5727 | 69 4
PA-090300091 5923 5732 | 69 4
PA-090500032 5917 5726 | 69 4
PA-090302331 5919 5724 | 67 4
PA-090401061 5916 5721 | 67 4
PA-090602511 6710 6529 | 70 4
PA-090602521 6718 6537 | 70 4
PA-101902381 6758 6576 | 70 4
PA-090700032 6716 6535 | 70 4
PA-100702521 6723 6542 | 70 4
PA-090900692 7052 6873 | 69 5
PA-091802471 5889 5736 | 68 5
PA-091901991 6462 6280 | 68 6
PA-092102451 5988 5833 | 69 6
PA-100400502 6361 6181 | 65 6
PA-100601002 6104 5924 | 68 5
PA-101602131 6159 5983 | 68 6
PA-102301692 6280 6071 | 66 5
PA-102700211 6859 6675 70 4
PA-110402592 5786 5634 | 69 5
PA-110700531 6473 6311 | 66 6
PA-121602982 6983 6803 | 69 4




Anexos 112

Anexo |. Perfiles alélicos de los ST
iIdentificados en los 43 aislamientos

*PA-100400502 | ST nuevo | 127 13 5 11
*PA-100601002 | ST nuevo 11 5 12 34
PA-100702521 111 17 5 5 4

~126 | 5
13 7

Cédigo del ST acsA | aroE | guaA | mutL | nuoD | ppsA | trpE
aislamiento
PA-012202041 235 38 11 3 13 1 2 4
PA-020100661 111 17 5 5 4 4 4 3
PA-020601251 111 17 5 5 4 4 4 3
PA-020601432 274 23 5 11 7 1 12 7
PA-021200803 111 17 5 5 4 4 4 3
PA-022901251 3230 6 5 11 3 4 33 14
PA-032200042 111 17 5 5 4 4 4
PA-040901603 155 28 5 36 3 3 13 7
PA-041700962 111 17 5 5 4 4 4 3
PA-051200891 1602 11 162 7 7 1 3 3
PA-051200991 3613 84 3 26 71 1 7 53
PA-060900232 2148 17 20 6 34 4 6 19
*PA-080801332 | ST nuevo 87 262 | 114 87 53 109 |~129
PA-080801841 2211 87 34 114 37 86 100 | 170
PA-080802541 235 38 11 3 13 1 2 4
PA-081201841 111 17 5 5 4 4 4 3
PA-081501611 235 38 11 3 13 1 2 4
PA-082302152 244 17 5 12 3 14 4 7
PA-082801332 2211 87 34 114 37 86 100 | 170
PA-090300091 663 6 5 11 29 3 15 1
PA-090300122 663 6 5 11 29 3 15 1
*PA-090302331 | ST nuevo 23 25 11 3 4 15 9
*PA-090401061 | ST nuevo 23 25 11 3 4 15 9
PA-090500032 663 6 5 11 29 3 15 1
PA-090602511 111 17 5 5 4 4 4 3
PA-090602521 111 17 5 5 4 4 4 3
PA-090700032 111 17 5 5 4 4 4 3
PA-090900692 179 36 27 28 3 4 13 7
PA-091802471 2414 15 5 11 3 4 42 9
*PA-091901991 | ST nuevo 6 1 11 3 3 4 14
PA-092102451 1666 17 76 5 5 2 4 10
4
4
4
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*PA-101602131 | ST nuevo 17 5 11 6 1 15 1
PA-101902381 111 17 5 5 4 4 4 3
PA-102301692 244 17 5 12 3 14 4 7
PA-102700211 111 17 5 5 4 4 4 3
*PA-110402592 | ST nuevo 15 | 101 5 3 4 25 7
PA-110700531 235 38 11 3 13 1 2 4
PA-121300161 274 23 5 11 7 1 12 7
PA-121602982 111 17 5 5 4 4 3
PA-121603024 235 38 11 3 13 1 2 4
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Anexo J. Presentaciones en eventos vy
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