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RESUMEN

La amplia diseminacion de la metalo-B-lactamasa de Nueva Delhi (NDM) entre
enterobacterias ha generado problemas en los sistemas de salud. Aunque se considera que
el gen blaxpm se origind en Acinetobacter baumannii, ain no es claro como fue su
transferencia a Enterobacterales en donde ha tenido mayor impacto y a la que pertenece
Providencia rettgeri. En el 2017, el Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana (LGMB),
a partir de un aislamiento clinico de P. rettgeri de un hospital de México, reportd el plasmido
p06-1619-NDM, una variante del plasmido pNDM-BJO1-like, propio de Acinetobacter spp.,
e interesantemente, dicho plasmido presenté mayor estabilidad en P. rettgeri, sugiriendo
gue esta enterobacteria podria tener un papel clave en la diseminacién del gen blanpm. Por
lo tanto, en este estudio, con el fin de entender el papel de P. rettgerri en la diseminacion y
movilizacién del gen blaxom desde Acinetobacter a las distintas especies de enterobacterias,
fueron analizados 19 aislamientos clinicos de P. rettgeri, provenientes de un estudio de
vigilancia realizado por el Instituto de Salud Publica de México en alianza con el LGMB.
Usando oligonucleétidos especificos y la informacion de los pulsotipos de los aislamientos
obtenidos por PFGE, se realiz6 la caracterizacion molecular y filogenética de dichos
aislamientos, por lo que se pudo establecer la presencia de al menos siete grupos clonales
con diferencias genéticas asociadas al transposén Tn125. Con base en este resultado, se
secuencid el genoma de seis de estos aislamientos usando las tecnologias de
secuenciacion NovaSeq y PacBio. Los resultados mostraron, que a pesar de que no existia
ningun vinculo epidemiolégico, los aislamientos secuenciados en este estudio presentaron
relacién filogenética, no solo con genomas de aislamientos mexicanos, sino también con
genomas de paises como China, Japon y Colombia. El analisis de las plataformas de
movilizacién del gen blanom, permitié establecer la secuencia de tres nuevos plasmidos que
portan este gen de resistencia. Se encontrd, que estos plasmidos presentan relacion con
otros plasmidos reportados en P. rettgeri y en otras enterobacterias. Adicionalmente, los
analisis de gendmica comparativa resultaron en tres importantes hallazgos: 1) La
determinacién de una nueva secuencia de insercion (ISPrre10) funcional, que ademas se
identifica como una nueva plataforma de movilizacién del gen blaxom por un mecanismo de
transposicion de tipo circulo rodante. Il) La identificacion de la IS6368 como una posible
plataforma de movilizacion del gen blanom mediante unidades translocativas. Ill) La
movilizacién de estos dos elementos genéticos maviles a plasmidos reportados en otras

enterobacterias que convergen en P. rettgeri. En conjunto, estos resultados, sumados a lo



reportado previamente, sugieren a P. rettgeri como un reservorio para la diseminacion del
gen blanom mediante nuevas plataformas que promueven su movilizacién y dispersion a

otras enterobacterias de mayor impacto clinico.

Palabras clave: Providencia rettgeri, blanom, PNDM-BJO1-like, ISPrrel0, IS6368, Tn125.



ABSTRACT

The widespread of the New Delhi metallo-B-lactamase (NDM) in enterobacteria has brought
problems to the health system. Although it is commonly accepted that blaxpm Was originated
in Acinetobacter baumannii, how this gene was transferred to the Enterobacterales, where
it has had greater impact, remains unclear. In 2017, the Laboratorio de Genética Molecular
Bacteriana (LGMB), identified the plasmid p06-1619-NDM in a clinical strain of Providencia
rettgeri obtained from a mexican hospital. The plasmid p06-1619-NDM is highly similar to
the Acinetobacter spp. pPNDM-BJO01-like plasmids. It is stable in P. rettgeri and it constitutes
the second report of a pNDM-BJO1-like plasmid in the Enterobacterales. This finding
suggests that P. rettgeri could play an important role in the blanow gene dissemination from
Acinetobacter to different species of Enterobacterales. Therefore, in order to understand the
role of P. rettgeri in blanom gene dissemination and its mobilization from Acinetobacter to the
Enterobacterales, in this work were analyzed 19 clinical isolates of P. rettgeri harboring the
blanom gene coming from a surveillance study carried out by the Instituto de Salud Publica
de México in alliance with the LGMB. Using specific oligonucleotides and the information of
each strain’s pulsotype obtained by PFGE, a molecular and phylogenetic characterization
of these isolates was performed.This analysis resulted in the identification of at least seven
clonal groups with genetic differences associated with the Tn125 transposon. Using the
above result, six isolates of P. rettgeri were selected to be sequenced using the NovaSeq
and PacBio sequencing technologies. The sequencing results showed that, in spite of no
epidemiological link among the sequenced isolates, these showed a phylogenetic
relationship, not only with genomes from mexican isolates, but also with genomes from
countries such as China, Japan and Colombia. The analysis of blanom mobilization platforms
led to the finding of three new plasmids harboring this resistance gene. These plasmids
showed association with other plasmids previously reported in P. rettgeri and in other
Enterobacterales Additionally, comparative genomic analysis resulted in three important
findings: 1) It was determined a new functional insertion sequence (ISPrrel10), associated to
the blanom mobilization by means of a rolling-circle transposition mechanism. Il) Identification
of IS6368 as a key mobilization platform in P. rettgeri by means of intermediary
translocatable units. Ill) Mobilization of these two elements toward plasmids previously
reported in other enterobacteria and converging in P. rettgeri. In summary, these results, in

addition to the previously reported information, suggest that P. rettgeri plays an important



role as reservoir to the blanpw dissemination by means of new platforms that boost its

mobilization and spread to other Enterobacterales with greater clinical impact.

Key words: Providencia rettgeri, blanow, PNDM-BJO1-like, ISPrrel0, 1S6368, Tn125.
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1 INTRODUCCION

Las infecciones por bacterias que presentan resistencia a antibiéticos son un problema
creciente a nivel mundial, cuyo impacto en el ambito hospitalario se ve reflejado en aumento
de morbilidad, mortalidad y costos en el sistema de salud (1). Uno de los microorganismos
que ha llamado la atencion en esta problematica, son las enterobacterias, debido a la alta
frecuencia de casos de infecciones con resistentes a carbapenémicos, antibidticos -
lactdmicos de ultima linea terapéutica. Adicionalmente un estudio hecho entre 2009 y 2013,
revel6 que las infecciones por enterobacterias resistentes a carbapenémicos (CRE) fueron
asociadas con un riesgo cuatro veces mayor de que los pacientes reciban un tratamiento
empirico inapropiado, y especificamente al analizar pacientes con enfermedad croénica y
enfermedad aguda, los pacientes con CRE son tres veces mas propensos a recibir un
tratamiento empirico inapropiado (46.5% frente a 11.8%, P< 0.001), lo que a su vez
aumenta la mortalidad, la estancia hospitalaria y los costos en los sistemas de salud (2). En
Colombia, entre 2006 y 2010, el costo total promedio de la hospitalizacién de pacientes con
infeccidn por bacterias resistentes a carbapenémicos fue significativamente mayor al de los
pacientes con infecciones susceptibles a estos antibidticos (costo ajustado; US $ 11.359
versus US $ 7.049), debido a permanencia en UCI més prolongadas y el aumento en los

costos de los medicamentos antimicrobianos. (3, 4).

Debido a esta problematica, la OMS desde el afio 2015 incluyé el Plan de Accion Global
(GAP) sobre resistencia a los antimicrobianos, el cual tiene entre sus objetivos fortalecer el
conocimiento a través de la vigilancia y la investigacion con el fin de comprender y combatir
el problema de la resistencia a los antimicrobianos (5). La participacién de estas bacterias
en la problematica de resistencia ha sido tal, que en el ultimo reporte del Centro de Control
y Prevencién de Enfermedades (CDC) de Estados Unidos, se estimé que en el 2017 los
Enterobacterales resistentes a carbapenémicos, ha sido responsable de 13.100 casos de
hospitalizacion de pacientes y 1.100 muertes al afio (6). Esta familia de bacterias se ha
vuelto resistente a casi todos los antibitticos disponibles, siendo una amenaza para la salud
publica que requiere accién urgente (6). Es asi que en 2017 la OMS defini6 a las CRE
dentro de los patdgenos de prioridad critica que requieren la investigacion y el desarrollo de
nuevos antibidticos, ya que los actuales no proveen soluciones ante muchas infecciones
(7). Finalmente se ha estimado que para 2050 al menos 10 millones de personas podrian

morir por infecciones debido a la resistencia a los antimicrobianos (RAM) (8).
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La resistencia a los antibioticos carbapenémicos en enterobacterias ha tenido una amplia
propagacion a nivel mundial, lo que puede deberse a la movilidad de genes de resistencia
en diferentes especies, asociada a elementos genéticos moviles (EGM), como los
plasmidos. Uno de los genes que ha adquirido mayor importancia es el gen blanpwm, ya que
confiere resistencia a casi todos los antibiéticos de Ultima linea, y a pesar de ser el de
aparicion mas reciente, ha tenido rapida y amplia diseminacion (9). Fue descrito por primera
vez en Klebsiella pneumoniae y posteriormente fue identificado en diferentes especies de
Acinetobacter spp. incluyendo A. baumannii y actualmente presenta alta dispersion entre
Enterobacterales (10-12). A pesar de que no es clara la movilizacion del gen blaxpw de A.
baumanni a enterobacterias, el impacto clinico que tienen estas ultimas, conduce a que
haya una necesidad por conocer como se ha dado la diseminacion de los mecanismos de
resistencia en estos organismos (13). Como ejemplo de esta situacion el Instituto Nacional
de Salud de Colombia reporté un aumento en los casos de infecciones con aislamientos de
Providencia rettgeri resistentes a carbapenémicos entre los afios 2012 y 2014 (14). P.
rettgeri, es una enterobacteria patégena oportunista capaz de generar infecciones
especialmente del tracto urinario. A pesar de ser poco frecuente entre infecciones
hospitalarias, este tipo de casos llama la atencién ya que son mas dificiles en el manejo de
su tratamiento, por lo que es importante conocer mas acerca de la diseminacién de la
resistencia en esta bacteria (15, 16). Adicionalmente en un estudio del Laboratorio de
Genética Molecular Bacteriana publicado en el 2017 por Marquez y colaboradores (17), se
planteé que P. rettgeri puede estar actuando de manera importante en la diseminacién del
gen blanpwm, pues se ha reportado que en esta convergen plasmidos de A. baumanii y de
otras enterobacterias, con estructuras que sugieren que la evolucién de los plasmidos NDM-
positivos se da probablemente por eventos de transposicion o co-integracion entre
plasmidos provenientes de bacterias como P. rettgeri (17). En este estudio, fue reportado
un aislamiento de P. rettgeri de un hospital de México, en el que se encontré un plasmido
pNDM-BJO1-like (18). Esta familia de plasmidos es propia de Acinetobacter spp. y tiene
inusual circulacion en enterobacterias, siendo este el segundo reporte en esta familia (17,
19), lo que sugiere que, P. rettgeri puede tener un papel importante en la diseminacion de
blaxom. Dada la importancia que tiene el hallazgo del plasmido pNDM-BJO1-like en P.
rettgeri, surge el interés por estudiar los aislamientos de esta especie, provenientes de la
misma institucion mexicana, que permitan identificar los posibles cambios en la circulacion
de las plataformas de movilizacion del gen blanom para poder entender el verdadero papel

de esta enterobacteria en la movilizacién de dicho gen de resistencia.
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Por esta razén se planteo la siguiente pregunta de investigacion:
¢ Existen cambios en el genoma de los aislamientos de Providencia rettgeri que albergan el
gen blanpm, provenientes de un hospital de México, y diferencias en sus plataformas

genéticas de movilizacién?

Con el fin de resolver esa pregunta se realizé el andlisis gendmico comparativo de 19
aislamientos de P. rettgeri que portaban el gen blanpw, identificados durante los afios 2012
a 2015 en la institucion mexicana. Inicialmente se determiné en ellos la variabilidad
plasmidica asociada a los plasmidos pBJO01-like, mediante la identificacion molecular de
regiones del transposén Tn125 (en el que se ubica el gen blanpwm), la insercion de la 1S6368
en el ATn125 y la presencia de algunas regiones del transposén Tn6368 descrito por
primera vez en el plasmido p06-1619-NDM. Estos resultados fueron asociados con la
relacién genética de los aislamientos, obtenida previamente por electroforesis en gel de
campo pulsado (PFGE) en México, lo que permiti6 seleccionar para secuenciacion
gendmica mediante tecnologias de segunda y tercera generacion a los principales clones
que circularon en la institucién con diferencias en las regiones de las plataformas de
movilizacion analizadas. Estos genomas fueron comparados con los genomas de P. rettgeri
reportados a nivel mundial mediante un andlisis filogenético del genoma conservado
‘genoma core”. Finalmente se realizd un andlisis “in sillico” de las plataformas de
movilizacién de blanom de los aislamientos de Providencia rettgeri del hospital de México
con respecto a aislamientos previamente reportados. Hasta marzo de 2020, s6lo se habian
reportado ocho genomas completos y doce plasmidos (siete son NDM-positivos), por lo que
el analisis genémico comparativo de estos aislamientos mexicanos de Providencia rettgeri
gue portan el gen blanpw, aporta a la comprension de los mecanismos por los cuales esta

especie podria estar favoreciendo la diseminacién de este gen de resistencia.
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2 MARCO TEORICO

2.1 Generalidades del modelo de estudio: Providencia rettgeri

Providencia rettgeri es un bacilo Gram negativo no fermentador de lactosa, que pertenece
los Enterobacterales de la familia Morganellaceae y a la tribu Proteeae. Esta bacteria puede
ser encontrada ubicua en el ambiente y como parte de la microbiota del ser humano (20).
Puede causar neumonia, meningitis, endocarditis, infecciones en heridas y del torrente
sanguineo, pero principalmente infecciones del tracto urinario, en las que tiene impacto
significativo en la morbilidad, mortalidad y la prolongacion del tratamiento de los pacientes
(21-24). Se ha sugerido ademas la formacién de biopelicula de esta especie en la superficie
de los catéteres en vias urinarias y maquinas de didlisis, lo que promueve las condiciones
gue conllevan a infecciones potencialmente fatales, especialmente en casos de pacientes

con el sistema inmune comprometido. (22, 25, 26).

La eleccién de la terapia antimicrobiana para las infecciones causadas por P. rettgeri
usualmente incluye a B-lactamicos como las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion,
monobactamicos y carbapenémicos; fosfomicinas; quinolonas y amikacina (20). Es
importante resaltar que esta especie es resistente intrinsecamente a antibiéticos como la
ampicilina, las cefalosporinas de primera generacion; los aminoglicosidos: gentamicina,
tobramicina y netilmicina; las polimixinas como la colistina; las tetraciclinas y las glicilcilinas
como la tigeciclina, siendo estos tres ultimos grupos, opciones consideradas para el
tratamiento de aislamientos multirresistentes en otras especies bacterianas (27). Aunque
las infecciones hospitalarias por P. rettgeri son poco frecuentes, se han reportado
aislamientos resistentes a multiples antibiéticos, incluyendo a los carbapenémicos (21, 28),
B-lactamicos de mayor espectro, lo que sumado a la resistencia intrinseca de P. rettgeri

representa mayor dificultad en la seleccion de tratamientos adecuados (29).

2. 2 Resistencia adquirida a los B-lactamicos en P. rettgeri
En la actualidad, los B-lactamicos son los antibiéticos de uso mas frecuente para el
tratamiento de infecciones en multiples especies, incluyendo P. rettgeri (30). Estos ejercen

su accion como bactericidas mediante la interrupciéon de la formacion de la pared celular
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bacteriana, puesto que se unen covalentemente a las proteinas esenciales de unién a la
penicilina (PBP), las cuales estan involucradas en la union de los peptidoglicanos que
componen la pared celular (30). Este grupo de antibiéticos esta comprendido por las
penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y carbapenémicos, los cuales conservan el

anillo B-lactdmico unido a diferentes radicales que amplian su espectro de accién (30).

Se han descrito diferentes mecanismos de resistencia a este grupo de antibiéticos como la
disminucion de la expresion de porinas en la membrana, la expresion de bombas de eflujo,
la modificacion del sitio blanco de accion y de enzimas que hidrolizan los B-lactdmicos,
conocidas como B-lactamasas (31-33) (Figura 1). Estas enzimas, son capaces de hidrolizar
el enlace amida del anillo B-lactamico, y se clasifican segan Ambler en cuatro grupos (A, B,
C y D) (34); teniendo en cuenta su sitio activo y el espectro de accién. Las serina B-
lactamasas, entre las que estan las enzimas clase A, C y D, tienen al aminoacido serina en
su sitio activo, el cual emplean como nucledfilo de reaccion para hidrolizar el anillo -
lactdmico de penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos a través de un intermedio de
acilenzima covalente y pueden inactivarse por los inhibidores de la -lactamas (&cido
clavulanico, sulbactam y tazobactam) (9). Por otro lado estan las enzimas de clase B, son
metalo B-lactamasas, dependientes de zinc, que utilizan un nucledfilo de agua activado por
metales para catalizar la reaccién de hidrolisis de casi cualquier p-lactamico (a excepcion

de los monobactamicos) incluyendo a los inhibidores de 3-lactamasas (10).
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Figura 1. Esquema general de los mecanismos de resistencia a los antibiéticos B-lactamicos en bacterias Gram
negativas. A. Se observa las proteinas de union a penicilina (PBPs) involucradas en la biosintesis de la pared
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celular, actuando en la union de péptidos adyacentes a la porcion terminal del motivo D-ala-D-ala. B. ingreso
de B-lactamicos por medio de porinas hacia el espacio periplasmatico C. Los B-lactamicos actian inhibiendo la
transpeptidacion al ocupar el sitio requerido por el sustrato D. La B-lactamasas son exportadas al espacio
periplasmatico donde actian catalizando la hidrolisis de los antibiéticos B-lactamicos. (E) Bombas de flujo, son
otra forma en la que las bacterias pueden evadir la accion de los antibiéticos, transportandolos al exterior.
Modificado de Moijica et al. 2016 (33).

Las metalo-B-lactamasas (MBL) se agrupan en tres subclases B1, B2 y B3 de acuerdo con
la identidad de los residuos esenciales del sitio activo y el perfil de sustrato. B1 puede actuar
con uno o dos iones Zinc en su sitio activo, la subclase B2 requiere un ion Zinc y se inhibe
con la presencia de otro ion zinc en el sitio activo y la subclase B3 requiere la presencia de
dos iones Zinc (9). Siendo el mas frecuente el grupo B1 del que resaltan la Imipenemasa
Metalo-B-Lactamasa (IMP), la MBL codificada por el Integrén Verona (VIM) y la MBL de
Nueva Delhi (NDM). En estas enzimas, los iones metélicos son esenciales para estabilizar
los intermediarios de reaccion que son claves en la hidrélisis de antibiéticos -lactamicos

incluyendo a los de ultima linea como los carbapenémicos (Figura 2) (35).
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Figura 2. Mecanismo de accion de NDM-1. (A) Hidrdlisis del anillo B-lactdmico empleando los dos iones de
zinc de NDM-1. (B) Estructuras de tres antibidticos -lactamicos que pueden ser hidrolizados por la enzima
NDM; ampicilina (penicilina), meropenem (carbapenémicos) y chromacef (cefalosporina), se resalta el anillo 3-
lactdmico en cada una de las estructuras. Modificado de Stewart et al 2017 (36).

22



Aunque P. rettgeri es una bacteria poco frecuente, en algunos estudios han sido descritas
las B-lactamasas de espectro extendido TEM, OXA, PER y las metalo-B3-lactamasas IMP y
NDM (28, 35, 37-40). Siendo esta Ultima enzima, la carbapenemasa mas frecuente en la
especie (13).

2.3 Providencia rettgeri portadora del gen blanpm

El gen blanom que codifica para la MBL de Nueva Delhi fue descrito en el afio 2008 en
Klebsiella pneumoniae y desde entonces ha tenido una amplia dispersién en todos los
continentes, propagandose en diversas especies bacterianas, especialmente en un amplio
namero de enterobacterias, con mayor frecuencia Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae y también en bacterias no fermentadoras Gram negativas como
Pseudomonas spp. y Acinetobacter baumannii (9, 10, 12, 18, 21, 41-43).

En 2011, por primera vez un aislamiento de P. rettgeri fue reportado con el gen blanowm, este
aislamiento fue recuperado en India como resultado del estudio SMART (del inglés Study
for Monitoring Antimicrobial Resistance Trends) en el que analizaron 253 aislamientos de
Enterobacterales con susceptibilidad reducida a ertapenem, provenientes de los cinco
continentes. Desde entonces, se han publicado reportes de aislamientos de P. rettgeri con
este gen recuperados incluso en el afio 2008 (previo al primer reporte). A la fecha, se han
reportado casos de P. rettgeri portando el gen blanow en dieciocho paises de diferentes
continentes (India, Nepal, Indonesia, China, Corea, Pakistan, Israel, Sudafrica, Turquia,
Bulgaria, Australia, Canada, Estados Unidos, Brasil, Ecuador, Argentina, México y
Colombia), lo que se sugiere un aumento en la circulacién de blanpm en la especie (10, 21,
44-46).

La diseminacién del gen blanom en P. rettgeri y en otras especies ha sido asociada
usualmente con elementos genéticos moviles (EGM). Estos son secuencias de ADN que
generalmente tienen capacidad de replicarse y movilizarse autbnomamente en las células
bacterianas, promoviendo la movilidad intracelular e intercelular del ADN (16). La presencia
de este gen en EGM, le ha brindado una gran versatilidad y capacidad de diseminacion
entre diferentes especies, lo que ha llevado a que bacterias que tenian bajo impacto clinico

como P. rettgeri, considerada como un microorganismo ambiental, actualmente esté
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causando infecciones hospitalarias multirresistentes y la resistencia a los carbapenémicos

esté siendo asociada con mayor frecuencia a la presencia del gen blanom (10, 47).

2.4 Elementos genéticos moviles que participan en la diseminacion de blanowm

Los EGM debido a la capacidad de movilizacién que tienen, han facilitado la trasmision de
informacién genética entre bacterias de la misma especie y entre diferentes especies
bacterianas, ya que estos a menudo incorporan en el genoma genes y operones de sus
huéspedes anteriores (48). Existen diferentes EGM, entre los que se resaltan las
secuencias de insercion, los transposones y los plasmidos, los cuales han sido involucrados
en la transferencia de factores de virulencia y genes de resistencia como blanpom €n multiples

especies (16).

2.4.1 Secuencias de insercion y transposones

Las secuencias de insercion (IS) y los transposones (Tn) son elementos genéticos moviles,
relativamente pequefios conformados por fragmentos de ADN que tienen la capacidad de
moverse a una nueva ubicacion en la misma molécula de ADN dentro de una célula, gracias
a la accion de enzimas llamadas transposasas (Tnp) y con frecuencia es posible encontrar
varias copias de estos elementos en una sola molécula de ADN (16). Los transposones son
de mayor tamafio que las secuencias de insercién, y en algunos casos cuentan con genes
accesorios como las recombinasas y resolvasas que favorecen la movilizacién (49),
cuentan con extremos en los cuales se encuentran secuencias de insercion, que son los
EGM autébnomos mas sencillos y también los mas abundantes, que presentan secuencias
cortas repetidas, llamadas repetidos invertidos (IRs) (50). Los extremos de muchas IS
pueden ser definidos como IR izquierdo (IR, por su sigla en inglés) e IR derecho (IRg) de
acuerdo con la direccién del gen tnp (de la transposasa). La trasposicion de estos elementos
puede darse de dos formas, la primera es conservativa, en la cual la transposasa hace un
corte en la IS, sale de la zona de origen y al encontrar la secuencia objetivo, la transposasa
hace un corte para que los extremos de la IS puedan insertarse en su nueva ubicacion. La
segunda forma de transposicion es replicativa, en esta, la transposasa al encontrar la
secuencia objetivo le hace un corte y en ese punto, le une un extremo de la IS, entonces

la participacion de una enzima resolvasa permite que la hebra donante se separe de la
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receptora, mientras que por un proceso de recombinacion se forma un co-integrado que
permite que el ADN objetivo reconstruya la cadena con la secuencia insertada (16) (Figura
3). En la trasposicién replicativa quedan copias de la secuencia de la IS por la que se dio la
movilizacién en la ubicacion de origen y en la ubicacion de destino, como resultado de la
reparacion de ADN que se da después de la escision, generando secuencias cortas
repetidas que oscilan entre 3 y 14 pb (la longitud depende del tipo de 1S), llamados TSD
(por su sigla en inglés target site duplication), sin embargo, algunas IS no parecen formar
TSDs ni IRs (16).
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Figura 3. Proceso de transposicion no replicativo. A. La transposasa del elemento P se une a secuencias dentro
de ambos extremos del elemento P e inicia una ruptura de ADN bicatenario en cada extremo, como lo indican
las flechas. La secuencia clivada se puede insertar en un nuevo sitio objetivo (izquierda). La reparacion de
espacios generard las duplicaciones caracteristicas del sitio objetivo (TSD) (51)

Estos eventos son de gran importancia ya que con frecuencia las IS flanquean un gen de
resistencia y son capaces de movilizarlo generando un transposén compuesto, tal como se
ha descrito en la movilizacion del gen blanom, con el Tn125 (11, 52). Inicialmente, se
considera que blanowm, €s producto de la fusién entre un gen de resistencia a aminoglicésidos

(aphA6) y el gen de una metalo-B-lactamasa preexistente en Acinetobacter que
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posteriormente se unié a la secuencia de insercion ISAbal25 y dio origen finalmente, al gen
blanom (11). El gen blanom-1 S& ha encontrado a su vez flanqueado por dos copias de la
ISAbal25, generando un transposén conocido como Tnl125 el cual actualmente se
encuentra con frecuencia en enterobacterias y en plasmidos conjugativos, facilitando la

dispersion de este gen (Figura 4) (11).
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Figura 4. Representacién del Tn125 figura tomada de (53). Las flechas representan los genes que se
encuentran usualmente en este transposon, con las copias de ISAbal25 en los extremos (53).

2.4.2 Plasmidos

Los plasmidos son moléculas extracromosomales de ADN de doble cadena y estructura
circular, con capacidad de autoreplicarse de manera independiente (54). Cuentan con
mecanismos que les permiten separar sus copias para asegurarse de dejar al menos un
plasmido en cada célula hija (capacidad de particién), pueden controlar el nUmero de copias
que generan para la transferencia conjugativa y a pesar de no ser portadores de genes
esenciales para la supervivencia de la bacteria, usualmente transportan genes de virulencia

y resistencia que le proveen ventajas a la bacteria hospedera (54).

Los plasmidos con capacidad de transferirse de una bacteria a otra, son llamados plasmidos
conjugativos y juegan un papel importante en la transferencia horizontal de genes (THG) y
en la propagacion de la resistencia a antibiéticos (55). Puesto que el conocimiento de su
genética poblacional, rango de hospedadores y tasas de transferencia es de gran utilidad,
se ha buscado agrupar los plasmidos para identificar caracteristicas comunes en ellos.
Dado que los pldsmidos que pertenecen a un mismo grupo, generalmente no pueden co-
habitar en la misma bacteria hospedadora, los conjuntos en los que se han clasificado, se

han denominado grupos de incompatibilidad (Inc) (48). La incompatibilidad que hay entre
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dos 0 més plasmidos del mismo grupo se ha asociado con el hecho de que al ser altamente
similares pueden compartir el mismo origen de replicaciéon y sistema de particién, lo que
puede causar que no puedan mantenerse de manera estable en la misma célula y uno de
ellos se pierda rapidamente, especialmente si alguno es de menor tamafio o tiene menor
toxicidad (56, 57). A partir del concepto de incompatibilidad, se han agrupado diferentes
pladsmidos conocidos, lo que ha permitido identificar algunos grupos de plasmidos en los
que se movilizan genes de resistencia que son de alto impacto clinico, como el caso del
gen blanowm, €l cual ha sido reportado generalmente en grupos de incompatibilidad F, A/C,
L/M, H12, Ny X3 (54, 58).

Aunque la mayoria de los estudios de P. rettgeri albergando el gen blanom Se han centrado
en la descripcion de los perfiles de susceptibilidad y la caracterizacion de carbapenemasas;
algunos pocos han logrado describir a los plasmidos responsables de la adquisicion de este
mecanismo de resistencia (59). A la fecha han sido secuenciados siete plasmidos
albergando el gen blaxpm en P. rettgeri, el primero fue el pPrY2001, identificado en un
aislamiento clinico de Canada en 2010, el cual no perteneci6 a algun grupo de
incompatibilidad conocido y presentaba la maquinaria de conjugacion plasmidica Tra-Pre
(60). Posteriormente, en 2017, el Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana analiz6 la
epidemiologia genémica de plasmidos que codificaban NDM-1 en aislamientos clinicos de
P. rettgeri de Colombia y México (recolectados entre los afios 2012 y 2014), el cual permitio
identificar la secuencia completa de tres plasmidos nuevos, pl6Pre36 y pRB151 en
aislamientos colombianos y p06-1619-NDM en un aislamiento mexicano. Dichos
aislamientos a pesar de no presentar ninguna relacion epidemiolégica tenian en coman la
presencia de un plasmido NDM-positivo. Adicionalmente los aislamientos de México
presentaron >99% de identidad nucleotidica sobre 64% a 76% de la secuencia completa
de pPrY2001 lo que puede deberse a la presencia de un segundo plasmido como en el
caso del aislamiento 06-1619 (17). El plasmido p16Pre36, proveniente de un aislamiento
de Bogota, tiene dos regiones que codifican para la transferencia conjugativa, una de estas
ha sido encontrada Unicamente en P. rettgeri (Tra-Pre) y la otra se encuentra en muchas
enterobacterias (Tral) (17). El plasmido pRB151-NDM proveniente de un aislamiento de
Bucaramanga, tiene una estructura genética completamente novedosa, no relacionada a
ninguna secuencia reportada previamente en la base de datos de nucleétidos del NCBI
(17). En este ultimo plasmido el gen de resistencia blanpw-1 s€ encontrd dentro de un ATn125

gue tiene sus dos ISAbal25 truncadas, codifica una maquinaria putativa para la
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transferencia conjugativa del plasmido, para proteinas de los procesos de replicacién y
particion del plasmido, y un operén putativo para la produccion de fimbrias. Finalmente, el
plasmido p06-1619-NDM fue identificado en un aislamiento (06-1619) de México, el cual
albergaba también al plasmido p06-1619-1, sin genes de resistencia y con la region de
transferencia conjugativa Tra-Pre del pPry2001 (17, 18). p06-1619-NDM tiene un tamafio
de 54 kb y una identidad nucleotidica >99% sobre una cobertura del 74% de la secuencia
de pNDM-BJO1, por lo que pertenece a la familia de plasmidos pNDM-BJO1-like,
identificados con frecuencia en especies de Acinetobacter, presenta el Tn125 truncado
después del gen tat por la insercién de dos copias de la secuencia de insercion 1IS6368, que
se localizan formando un transposon clase |, con secuencias de insercion IS5 e IS26 y los
sistemas toxina-antitoxina parED y relEB (18). Adicionalmente, se han publicado en la base
de datos de nucledtidos del NCBI, tres plasmidos mas de P. rettgeri con el gen blanpwm,
p2055-IMP (NZ_MH882484.1) y pPNDM-QD51 (NZ_MH263652.1) de China; y un plasmido
del aislamiento AR_0082 (NZ_CP029737.1) de origen desconocido. Estos plasmidos aun
no cuentan con andlisis de plataformas de movilizacién de este mecanismo de resistencia,

lo que ha dificultado los andlisis comparativos con otros estudios.

Aungue aun no es claro el mecanismo de transferencia y dispersion del gen blanow-1 desde
Acinetobacter a otras especies de enterobacterias, el hallazgo en P. rettgeri de un plasmido
pBJO1-like (p06-1619-NDM), usualmente encontrado en Acinetobacter spp. , llevo a
plantear que posiblemente P. rettgeri ha estado involucrada en la transferencia de blanpwm
desde Acinetobacter spp a Enterobacterales (17). Teniendo en cuenta que se tienen
solamente dos reportes de este tipo de plasmidos en enterobacterias, el primero en

Enterobacter aerogenes y el segundo el de P. rettgeri, el estudio de esta Ultima especie en
la transferencia del gen blaxom toma particular importancia para entender los posibles
mecanismos de dispersion de este gen de alto impacto clinico (11, 17-19). Debido a este
hallazgo, el hospital de México continué la vigilancia de este tipo de aislamientos, hasta el
afio 2015, encontrando mas aislamientos de P. rettgeri portadores del gen blanom, de los
cuales se desconocia la estructura genética de los elementos genéticos méviles que
promovieron la movilizacion de este importante gen de resistencia y que hacen parte de

este estudio.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Realizar el andlisis genémico comparativo de aislamientos de Providencia rettgeri que

transportan el gen blanpm identificados en un hospital de México.

3.2 Objetivos especificos

Determinar la variabilidad plasmidica de los aislamientos de Providencia rettgeri que

transportan el gen blanpw.

Establecer la secuencia del genoma de los principales clones de Providencia rettgeri que
transportan el gen blanom, en la poblacién de estudio y compararlos con los genomas

reportados a nivel mundial.
Analizar las diferencias en las plataformas de movilizaciéon de blanpm de los aislamientos de

Providencia rettgeri del hospital de México con respecto a aislamientos previamente

reportados.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudio y seleccién de aislamientos bacterianos

Se realizd un estudio descriptivo y retrospectivo a partir de 20 aislamientos clinicos de
Providencia rettgeri, recolectados durante los afios 2012 a 2015 en un hospital mexicano
(Figura 5), institucién de la cual previamente fue recuperado el aislamiento de P. rettgeri
06-1619. Estos aislamientos fueron caracterizados como NDM positivos por el Instituto
Nacional de Salud Publica de México y enviados al Laboratorio de Genética Molecular

Bacteriana de la Universidad El Bosque en Colombia.

| 12108 |

(5299 |

I Previamente analizados l

Figura 5. Orden cronoldgico de recoleccion de los aislamientos de P. rettgeri que hacen parte de este estudio.

Los aislamientos fueron cultivados en agar MacConkey e incubados a 37°C por 24 horas
para confirmar su pureza y viabilidad. Posteriormente fueron criopreservados a -80°C en
caldo Tripticasa Soya con 15% de glicerol para los analisis moleculares y genémicos

posteriores ilustrados en la Figura 6.
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Figura 6. Esquema metodoldgico general. Se muestran a manera general las estrategias metodoldgicas que
se manejaran para el andlisis de los aislamientos del estudio.

4.2 Extraccion de ADN bacteriano para caracterizacion molecular

La extraccion de ADN se llevé a cabo a partir de 3 0 4 UFC obtenidas de un cultivo previo
en agar MacConkey con un crecimiento de 24 horas a 37°C, a las que se les agregé 100
pL de buffer lisis (TRIS HCL 1M pH 8.0, EDTA 0.5M pH 8.0, sacarosa 7%, lisostafina 1ug/pL
y SDS 1.25%) , se incub6 a 37°C por 1 hora, luego se adicion6 200 uL de fenol cloroformo
(1:1); se mezclo en vortex y se centrifugd a 10.000 rpm durante 10 minutos a 4°C, el
sobrenadante obtenido fue transferido a un tubo de 0.6 mL y se le adicioné 200 uL de Etanol
frio al 95% para precipitar el DNA, el cual se incub6 a -80°C por 30 minutos. Posteriormente
se centrifugé a 10.000 rpm durante 10 minutos y se descarto el etanol. EI ADN se dej6 secar
a temperatura ambiente por 1 hora y se resuspendié en agua destilada estéril. La
cuantificacién y la verificacion de la calidad del ADN se hizo usando NanoPhotometer®

NP80 marca IMPLEN y posteriormente se almacend a -20°C.

4. 3 Confirmacién molecular del género, especie y el gen blanom

La caracterizacion molecular en los aislamientos se realiz6 mediante PCR convencional, en

reacciones independientes, usando oligonucle6tidos y protocolos previamente
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estandarizados en el Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana. Se realizo confirmacion
de género y especie utilizando los oligonuclettidos para amplificacion de un fragmento del
gen cromosomal dnaA (reaccién 1, Tabla 1), se confirmé que los aislamientos fueran
portadores del gen blanom positivos mediante la amplificacion de un fragmento del gen
blanowm (reaccion 2, tabla 1). Los ciclos de amplificacién se describen en la tabla 2. Todos
los productos amplificados fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1,5%,
tefiidos con solucién de bromuro de etidio 0,5 mg/ml revelados con un analizador de geles.

4.4Determinacion de la variabilidad plasmidica de los aislamientos de

Providencia rettgeri que transportan el gen blanpwm.

Una vez confirmados los aislamientos, con el fin de identificar si estos conservaban la
misma estructura del plasmido p06-1619-NDM, o plasmido pBJO1-like. se amplificaron
cuatro regiones plasmidicas, una perteneciente al plasmido pBJ01-like de A. baumannnii y

tres del p-06-1619-NDM de P. rettgeri las cuales se muestran en la figura 7.
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Figura 7. Regiones de reconocimiento de los oligonucledtidos empleados en PCRs independientes de las
reacciones 1 a 5 descritas en la tabla 1 (los niumeros de la figura corresponde a la reaccién 2 a 6 la tabla 1). 1.
reconocimiento de oligonucleétidos para el gen blanpwm, 2. Ubicacion del ATn125 truncado (en el gen tat) por la
IS6368 3. Regién de reconocimiento en el Tn125 sin el truncamiento identificado en el p06-1619-NDM. Las
flechas de color rojo y negro ubicadas bajo la secuencia de cada plasmido, indican el sitio de reconocimiento
de los oligonucleétidos usados para identificar el cambio en el transposén Tn125 4. Reconocimiento del gen
parD. 5y del gen relB. Las barras grises entre cada secuencia corresponden a regiones con >99% de identidad
nucleotidica Tomada de (61).
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Tabla 1. Oligonucleétidos usados para la caracterizacion molecular por PCR de los aislamientos del estudio

Reaccion ID Secuencia 5 -->3' Secgenua Referencia
objetivo
Confi 1 » GN569 | GCCCCCTTCAAGCTGAATTA
é)n irmacion dnaA 61)
€ eSpecie | GN570 | GCGTCAGTTCCACAAAAGTCA
P. rettgeri
2. GN438 | GCCCCCTTCAAGCTGAATTA
Confirmacién blanpm LGMB
de blaNDM | GN485 | ACACCATTAGAGAAATTTGC
3. 3 GN575 | GGCTCTTGCCCTCCAGATAGA
Transposon ATn125 (61)
Tnl25 GN576 | TGGCTGCGTAAATACCCCA
truncado
4. GN575 | GGCTCTTGCCCTCCAGATAGA
Transposo6n Tn125 (61)
Tn125 GN577 | TGAAACGATCATGCTGTGCC
o GN665 | GAGCTCATGGCTCGTACAACAAGTGTAAC
5. Antitoxina parD (62)
parD GN666 TCTAGATTAGTGGTGATGGTGATGATGTACATTATGAG
CGTTCTTCACTT
CATCATCACCATCACCACTAATCTAGATGGGTAGCATT
o GN667
6. Antitoxina AACCTGCGTAT relB 62)
relB GN6G68 GAATTCACTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCGAGTTCA
TCCAGCGTCACACGTA

Tabla 2. Ciclos de amplificacion de PCR para la caracterizacion molecular de los aislamientos

Desneﬁt#i::eilleilzacién Desnaturalizacion L;r:iig]l?se Extensién Extension final
e | Yo | €0 | Tomee | o | Tome | co | Tonee | o] e | co
blanpwm-1 5:00 95 0:30 95 1:00 54 0:30 72 7:00 72
Tnl25 5:00 95 0:30 95 0:30 63 0:30 72 5:00 72
ATn125 5:00 95 0:30 95 0:30 63 0:30 72 5:00 72
parD 5:00 95 1:00 95 1:00 65 1:00 72 5:00 72
relB 5:00 95 1:00 95 0:30 70 1:00 72 5:00 72
dnaA 3:00 95 0:30 95 0:30 63 0:30 72 5:00 72

30 ciclos

La temperatura de cada ciclo esti dada en °C.

Posteriormente se realizé una correlacién de los resultados obtenidos por PCR y los
pulsotipos obtenidos a partir de una electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE)
realizada previamente en México, como parte del seguimiento hecho a los aislamientos de

este estudio y se seleccionaron los aislamientos que representaron a los principales clones
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definidos de acuerdo a los resultados del dendrograma reportado por cervantes y
colaboradores en el 2019 (63) .

4.5 Establecimiento de la secuencia del genoma de los principales clones de
Providencia rettgeri que transportan el gen blanom, en la poblacion de

estudio y comparacién con los genomas reportados a nivel mundial.

4.5.1 Secuenciacion y ensamblaje de los genomas

Se secuenciaron seis aislamientos mexicanos representantes de pulsotipos diferentes y
gue ademas presentan diferencias en la estructura del transposén Tn125 con respecto a lo
reportado en el plasmido p06-1619-NDM. Con estos criterios se seleccionaron inicialmente
tres aislamientos para ser secuenciados mediante la tecnologia de NovaSeq (lllumina, Inc.),
la cual permite obtener buenos resultados de profundidad de secuenciacion. Las
secuencias obtenidas, se analizaron junto con el genoma de cinco aislamientos de P.
rettgeri, de este estudio que fueron obtenidos a través del equipo de secuenciacion Genome
Analyzer GAllx (lllumina, Inc.) en el Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional
Auténoma de México en el marco de un proyecto de investigacion (63). Las secuencias
obtenidas por estas dos plataformas (que generan lecturas menores a 200pb), fueron
comparadas entre si y con respecto a la secuencia del plasmido p06-1619-NDM. Aquellas
gue presentaron mayor diferencia con respecto al plasmido, fueron seleccionadas para ser
secuenciadas mediante la tecnologia de PacBio RS Il (lllumina, Inc.), que da la posibilidad
de obtener genomas completos, e identificar la secuencia que corresponde al cromosoma
y las de los plasmidos, lo cual es importante para el analisis de los EGM que transportan el

gen blanpwm.

Para el proceso de extraccibn de ADN total destinado a la secuenciaciéon, se realizd
inicialmente un cultivo bacteriano en caldo LB suplementado con ceftazidima (CAZ) a 30
pg/mL, con el fin de mantener la presién selectiva para bacterias que albergaban el gen de
interés, y se incubo a 37°C durante toda la noche. Posteriormente se realiz6 una dilucion
1:100 en caldo LB suplementado con CAZ [30 ug/ml] y se incubaron en shaker a 37°C, 200
rpm hasta obtener una densidad 6ptica (OD) de 0,6 a 625 nm. Se extrajo el ADN total
usando el kit UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit (QIAGEN N.V.) y se verificé la calidad

del ADN extraido, mediante un control de calidad cuantitativo y cualitativo; la cuantificacion
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de la concentracion y la revision de las relaciones 260/280 y 260/230 en NanoDrop 2000c
(BIORAD®) con el fin de descartar la presencia de proteinas y otros contaminantes; y la
visualizacién del ADN mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa al 0,6% para
evaluar la integridad del mismo usando Nanodrop y Qubit para cuantificacion fluorométrica
de ADN de doble cadena.

Para la secuenciacion por NovaSeq6000 (lllumina, Inc.), se utilizé el kit TruSeq ADN Nano
(Nlumina, Inc.) para la construccion de las librerias, con el fin de obtener lecturas paired end
de 150 nucledtidos por muestra. A las lecturas obtenidas se les realiz6 un control de calidad
usando el programa FastQC v0.11.8 (64) y se reviso la calidad de las lecturas mediante el
phred score >18. , Ya que estas presentaron phred score >18, no fue necesario el uso del
programa Trimmomatic (56) para remover secuencias de adaptadores, ni cortar secuencias
en los extremos de las lecturas. Posteriormente fueron ensambladas de novo en SPAdes
v3.5.0 (65), usando los parametros predefinidos por el programa. Para la seleccion de los
ensamblajes se empled el programa QUAST v5.0.2 (66), mediante el cual se seleccionaron
aguellos en los que se obtuvo el menor nimero de contigs y mayor nimero de bases. Los
contigs con la secuencia de nucle6tidos del genoma fueron anotados para la identificacion

de los marcos abiertos de lectura con Prokka v1.13 (67).

Con respecto a la secuenciacion de PacBio, se emple6 una libreria SMRTbell™ de 20kb
con una seleccién previa por tamafno con BluePippin™ (Sage Science). Para la obtencién
de las lecturas se utilizé la plataforma de PacBio RS Il (Illumina, Inc.) con la quimica P6-C4
y una SMRT cell por aislamiento. Las lecturas fueron ensambladas de novo usando el
protocolo SMRT Analysis v2.3 (68), empleando el programa HGAP2 y HGAP3 mediante el
SMRT portal. Los contigs obtenidos del ensamblaje se compararon entre ellos mismos para
buscar la presencia de extremos repetidos a través de Artemis Comparison Tool (ACT) (69)
y el analisis de dotplot con el programa GEPARD v1.30 (70). Posteriormente se hizo la
anotacion de los contigs para identificar los marcos de lectura abiertos usando Prokka v1.13
(67) y se hizo anotacion manual de algunos genes que no fueron identificados previamente,
mediante BLASTp y BLASTn. Adicionalmente los ensamblajes fueron evaluados haciendo
un mapeo de las lecturas obtenidas, usando el programa BWA v0.7.17, primero para
indexar la secuencia de cada ensamblaje con la opcion BWA index y posteriormente, BWA-

MEM (http://bio-bwa.sourceforge.net/bwa.shtml), para el alineamiento, empleando los

parametros determinados para cada tipo de lectura (71). Las opciones del algoritmo de
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entrada estan especificamente sugeridas por el programa para lecturas de PacBio y en el
caso de las lecturas cortas se empled la opcion sugerida para lecturas pareadas ingresando
los dos archivos de lectura de cada secuencia, lo que permitié observar el comportamiento
de las lecturas e identificar si habia zonas con lecturas atipicas en el mapeo que pudieran
corresponder a artefactos del proceso de ensamblaje. Las zonas en las que se encontrd
decaimiento de las lecturas correspondieron a los extremos repetidos de cada contig, lo que
se observa generalmente al obtener ensamblajes completos de una estructura circular con
HGAP, como es el caso de los cromosomas y los pladsmidos bacterianos (72). En dichos
extremos repetidos se observé que los ORFs presentan truncamientos asociados a la baja
cobertura de las secuencias, a partir del andlisis de estos, se hizo un proceso de
circularizacién manual con el fin de remover los extremos repetidos. En el proceso de
circularizacién se eliminaron las regiones de cada extremo que presentaban menor
cobertura y ORFs truncados, conservando las regiones de cada extremo que mostraban
identidad del 100% en ambos extremos y que presentaban ORFs completos, revisando en
el programa ACT que la secuencia de los contigs correspondientes a plasmidos y
cromosomas quedara completa sin redundancias o deleciones. Teniendo en cuenta que el
punto de inicio de las secuencias es asignado aleatoriamente durante el ensamblaje, se
modific6 empleando el programa Circlator (72) y usando los genes dnaA (definido como
punto de inicio del cromosoma bacteriano) y repA (definido como punto de inicio de los
plasmidos) en los plasmidos que cuentan con el mismo. Posteriormente, se realizé
nuevamente la anotacion de los genes con Prokka (67) y la curacion manual del archivo en
formato GenBank en Artemis mediante un andlisis de BLASTn (73) y BLASTp,
adicionalmente se identific6 la presencia de los genes de resistencia a antibiéticos

empleando  ResFinder  (https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/) y CARD

(https://card.mcmaster.ca/) (74).

4.5.2 Relacion filogenética de los aislamientos

Para determinar la relacion filogenética de los aislamientos mexicanos estudiados con los
reportados a nivel internacional, se construyé un arbol filogenético de los aislamientos
secuenciados en este estudio y los aislamientos de P. rettgeri NDM-positivos previamente
reportados, incluido el aislamiento mexicano 06-1619. Para la construccion del arbol, se
tuvieron en cuenta los marcos abiertos de lectura (ORF) determinados en el proceso de

anotacion presentes en todos los genomas con 290% de identidad nucleotidica (genes
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core) fueron alineados y concatenados usando los programas Roary y PRANK (75, 76). Las
posiciones con alineamientos pobres o regiones altamente divergentes fueron eliminadas
usando Gblocks (77). Posteriormente se construyd el arbol filogenético de maxima
verosimilitud usando el programa RAXML version 8.2.9 (78) bajo el modelo general de
tiempo reversible (GTRCAT) y se visualiz6 en Dendroscope (79).

4.6 Analisis de las diferencias en las plataformas de movilizacion de blanom
de los aislamientos de Providencia rettgeri del hospital de México con

respecto a aislamientos previamente reportados.

Una vez identificados los posibles marcos abiertos de lectura, se realiz6 una curacion
manual de la anotacién en las zonas adyacentes a las que codifica blanpm, utilizando el
software BLASTp, BLASTx y BLASTn (80), estos marcos abiertos de lectura fueron
corregidos en el archivo en formato GBK obtenido en el programa de anotacion Prokka (67)
y visualizados en Artemis. Se realiz6 un analisis genémico comparativo para evaluar la
presenciay relacion entre los plasmidos NDM-positivos identificados en los aislamientos de
P. rettgeri incluidos en el estudio y los plasmidos con los que se encontrd relacion,
previamente reportados en el Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI)
disponible en https://www.ncbi.nIm.nih.gov. Para la identificacion de los plasmidos con el

gen blanpwm se realizé un alineamiento pareado del genoma con los plasmidos reportados
en el NCBI mediante BLASTn y se hizo una busqueda de los grupos de incompatibilidad
usando PlasmidFinder (81). Finalmente, los resultados fueron ilustrados en EasyFig v2.2.2
y BRIG v0.95 (82, 83).

Con el fin de establecer las diferencias o similitudes de las plataformas de movilizacién del
gen de interés en los aislamientos de estudio, se realizaron alineamientos pareados con la
secuencia del p06-1619-NDM, teniendo en cuenta que el aislamiento proviene de la misma
institucion de origen. Por otro lado, se cuenta con informacién de secuenciacién del
aislamiento de Bogota de P. rettgeri NDM positivo 16Pre47, secuenciada en el Laboratorio
de Genética Molecular Bacteriana por MiSeq y PacBio RS II. Este aislamientos cuenta con
la maquinaria de conjugacion conocida como Tral, region asociada a la transferencia del
pladsmido, descrita por Fernandez-Alarcon y colaboradores, frecuentemente encontrada en

los plasmidos de gran variedad de bacterias (47, 54, 70, 84).
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5 RESULTADOS

5.1Co-circulacion de diferentes clones de Providencia rettgeri portadores del
gen blanom en un hospital de México.

En este estudio fueron analizados 19 aislamientos mexicanos de Providencia rettgeri,
portadores del gen blanpowm, recuperados del hospital en donde esta especie fue identificada
por primera vez albergando el gen de resistencia blanom €n México (18). Estos aislamientos
fueron enviados al Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana de la Universidad El
Bosque, en donde mediante técnicas de biologia molecular, se confirmé que todos los

aislamientos correspondieron a P. rettgeri, y portan el gen blanpw

Con el fin de identificar si en los 19 aislamientos, el gen blanpom tenia el mismo entorno
genético que el plasmido p06-1619-NDM (pNDM-BJ01-like), se realizé la determinacion
molecular del gen tat del Tn125 y de la posterior insercion de la IS6368 en este gen, evento
observado en p06-1619-NDM. La determinacion de la presencia del Tn125 es importante,
ya que usualmente es el elemento genético movil que ha sido asociado al gen blanom €n
diferentes especies (11, 52). El gen tat fue identificado en 14 (73,7%) aislamientos, lo que
sugiere que posiblemente estos albergaron a blanom en un entorno asociado al Tnl125
diferente al reportado en el p06-1619-NDM. Asi mismo, se determiné a Atat con la insercion
de la 1S6368 en dos aislamientos (10,5%), por lo que probablemente estos si conservan
una estructura similar al plasmido p06-1619-NDM. En contraste, tres (15,8%) aislamientos,
121000, 06-1617 y 12110, no amplificaron para ninguna de estas dos regiones, lo que
sugiere que estos tienen diferencias en la regién del Th125 o gue movilizan a blanpm €n otro

elemento genético.

En el plasmido p06-1619-NDM de P. rettgeri, ademas de la insercién de la 1S6368 en el
Tnl125, fueron hallados los sistemas de muerte post-segregacional (toxina-antitoxina)
ParDE y RelEB, por lo que estos fueron también evaluados en este estudio. Los genes que
codifican para las antitoxinas ParD y RelB, fueron identificados en 19 (100%) y 18 (94,7%)
aislamientos, respectivamente. Lo que sugiere que los aislamientos, a excepcion del 06-
1622, posiblemente pueden tener los dos sistemas de muerte post-segregacional. Aunque
el plasmido p06-1619-NDM no pertenece a algun grupo de incompatibilidad conocido, en

P. rettgeri y en otras enterobacterias han sido descritos pladsmidos pertenecientes a otros
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grupos como A/C, FIA 'y FIB, por lo que se realiz6 la busqueda de estos en los aislamientos,

sin embargo, no fueron encontrados en ninguno de ellos (anexo 1) (59).

También se analizo la relacién genética de los nuevos aislamientos respecto a la cepa 06-
1619 por PFGE (determinacion realizada previamente por el Instituto Nacional de Salud
Publica de México), encontrando siete pulsotipos diferentes, siendo los més frecuentes los
pulsotipos A, B y E con cuatro (21,0%) aislamientos cada uno; seguido por los pulsotipos C
y D, con tres (15,8%) y dos (10,5%) aislamientos, respectivamente (Figura 8). Finalmente,
los pulsotipos G y H fueron de unico aislamiento (5.2%). Estos resultados muestran que
algunos aislamientos parecen estar relacionados con la cepa inicial, sin embargo, también

hay co-circulacion de otros clones en el hospital (Figura 8).

La correlacion de la relacién genética de los aislamientos con la caracterizacion molecular
de las regiones plasmidicas permitié identificar a aquellos aislamientos de pulsotipos
diferentes que presentaron regiones con mayor variabilidad. Teniendo en cuenta los
resultados de los cuatro aislamientos del pulsotipo A, se puede evidenciar que son idénticos
en las regiones analizadas, con excepcion del aislamiento 12100, el cual no cuenta con la
region del gen tat, por lo que probablemente este tiene una estructura diferente de
movilizacién. En el pulsotipo B, se agruparon los tres primeros aislamientos mexicanos
reportados de P. rettgeri con el gen blanom y el aislamiento 12104 recuperado un afio
después, este aislamiento tuvo resultados idénticos al aislamiento 06-1619, por lo que
posiblemente puede albergar el plasmido p06-1619-NDM. En el pulsotipo C, se evidencia
en los tres aislamientos la presencia del gen tat del Tn125 y los genes para las antitoxinas
ParD y RelB. Por su parte, los dos aislamientos del pulsotipo D también codificaron estas
antitoxinas, pero presentaron diferencias en la region de tat, encontrdndose ausente en el
aislamiento p12110. Los resultados de la caracterizacion de las regiones plasmidicas en
los cuatro aislamientos del pulsotipo E fueron idénticos, todos tienen la region de tat, y los
dos sistemas de muerte post-segregacional, al igual que los aislamientos de los pulsotipos
Fy G, lo que sugiere que estos aislamientos tienen diferencias con el plasmido p06-1619-
NDM (Figura 8).

39



A blanom parD  relB

p06-1619-NDM b
2 3 4
PNDM-BJO1 ——JEE—— e

blanom 1
Marcadores - Tecnologia de
o 8 moleculares secuenciacién
..% g O N
3k £ 8
o 5 € s
< &<
A1 12106
A2| 12103
A3 12100
A4 12102
B1| 12104
|B1, 06-1619
B2| 06-1623
B3| 06-1617
C1| 3295
C1| 3298
C2| 3297
D1| 12110
D2| 12111
E1] 12108
E2| 12105
E2| 12109
E2| 3299
F | 06-1622
G | 3296

Figura 8. Relacion genética de los aislamientos respecto a la cepa 06-1619 (recuadro rojo y secuenciados por
Marquez y colaboradores, 2017), presencia de algunos marcadores moleculares y tecnologia de secuenciacion.
(A) Esquema de la localizacién de los marcadores moleculares usados para rastrear los plasmidos p06-1619-
NDM y pNDM-BJO01, (B) Relacion genética y molecular de los aislamientos; columnas de izquierda a derecha:
patron de bandas de PFGE, pulsotipos, cddigo del aislamiento, presencia (recuadro sombreado) /ausencia de
los marcadores moleculares y aislamientos secuenciados y tecnologia empleada.

El Instituto Nacional de Salud Publica de México ademas de analizar la relacion genética,
secuencio previamente con la plataforma Genome Analizer, el genoma de los aislamientos
12100 (pulsotipo A), 3297 (pulsotipo C), 12111 (pulsotipo D), 12105 (pulsotipo E) y 3299

(pulsotipo E). Estos genomas fueron ensamblados y comparados con el plasmido p06-
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1619-NDM del aislamiento 06-1619 y con los genomas parciales de los aislamientos 06-
1617 y 06-1623 secuenciados por Miseq (17). Mediante el andlisis de gendmica
comparativa con el plasmido p06-1619-NDM se determiné que la cobertura y la identidad
de los aislamientos 3297, 3299, 12100, 12105y 12111 tenian 34 a 44% de cobertura'y 99
a 100% de identidad. También se hizo mapping con las lecturas de estas secuencias, a
partir de lo cual se pudo observar que todas presentan una cobertura parcial con la region
de virulencia y resistencia de p06-1619-NDM, esto se pudo verificar por medio de
alineamientos pareados que muestran las regiones con las que conservan identidad (anexo
2A).

5.2 Los principales clones de Providencia rettgeri que portan el gen blanowm, en
la poblacién de estudio presentan plasmidos diferentes portando el gen

blanom

Teniendo en cuenta estos resultados, se seleccionaron para secuenciacion genoémica a seis
aislamientos de los principales clones. La eleccién de la tecnologia empleada se hizo con
base a las diferencias genéticas con el aislamiento 06-1619 (pulsotipo B). Por tanto, fueron
secuenciados por NovaSeq los aislamientos 3297 (pulsotipo C) y 3296 (pulsotipo F), ambos
presentan amplificacion del Tn125, pero son de pulsotipos muy diferentes y por otro lado el
aislamiento 12110 (pulsotipo D) que no presenté amplificacion para ninguna de las dos
regiones evaluadas del Tn125; y para la eleccion de aislamientos secuenciados por PacBio,
se tuvo en cuenta los resultados de caracterizacion molecular y los resultados de gendémica
comparativa de los genomas obtenido por Genome Analizer y Novaseq, los cuales se
compararon con el plasmido p06-1619-NDM. Se seleccionaron entonces los aislamientos
12100 (pulsotipo A), 12105 (pulsotipo E) y 3296 (pulsotipo F), dado que mostraron mayores
diferencias en su estructura genética con respecto a los demas y esta tecnologia permite

obtener contigs mas largos y en muchas ocasiones genomas completos (72) (anexo 2A).

Una vez secuenciados, se realizé el control de calidad de las lecturas y posteriormente
fueron ensambladas de acuerdo con lo establecido para cada tecnologia de secuenciacion.
En la tabla 3 se muestra la longitud y el nimero de contigs obtenidos para cada aislamiento.
Para los aislamientos 12100, 12105 y 3296, secuenciados mediante PacBio, se analizé
adicionalmente la presencia de posibles extremos repetidos, sugestivos de estructuras

circulares completas (anexo 3). El genoma del aislamiento 12100 esta constituido por un
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cromosoma de 4.347.442 pb y dos plasmidos, p12100-NDM y p12100-PER, de 118.246 pb
y 315.510 pb, respectivamente. Ninguno de estos dos plasmidos pertenece a alguno de los
grupos de incompatibilidad reportados hasta la fecha (Tabla 4). El aislamiento 12105 esta
constituido por un cromosoma de 4.580.742 pb y un plasmido p12105-NDM de 82.210pb
no reportado en algun grupo de incompatibilidad descrito a la fecha. Por su lado, el
aislamiento 3296 presenta un cromosoma de 4.673.530pb y un pldsmido p3296-NDM de
154.144 pb reportado en el grupo de incompatibilidad IncT de acuerdo a lo reportado por
PlasmidFinder (81).

Una vez determinado el genoma completo de los tres aislamientos secuenciados por
PacBio, se analizaron los marcos abiertos de lectura y se buscé en estos la ubicacion tanto
del gen blanom cOmo de otros genes de resistencia, permitiendo la obtencion del resistoma.
En el aislamiento 3296 el cromosoma codifica los genes para la aminoglicésido nucleotidil-
transferasa AadA y la dihidrofolato reductasa Dfrl y el plasmido p3296-NDM alberga los
genes de resistencia blanpom, blatem, mph(A) y se observé la presencia de un integron clase
1 con los genes sull-qacEA1-blaoxa-aadAl-aac(6)-Ib-cr que confiere, disminucion de la
susceptibilidad a fluoroquinolonas como ciprofloxacina. En el aislamiento 12100, el
cromosoma codifica los genes para la aminoglicosido nucleotidil-transferasa AadA y la
dihidrofolato reductasa Dfrl; el plasmido p12100-NDM alberga los genes de resistencia
blaxom Yy rmtB, en el plasmido pl12100-PER, se identific6 el gen de resistencia a
betalactamicos blarer y los genes de resistencia. aadAlb, blaper-1, aac(6')lb-cr, sull,
aac(6"I1b3, mph(A), rmtB2. En el aislamiento 12105, el cromosoma codifica los genes para
la aminoglicosido nucleotidil-transferasa AadAlb y el plasmido p12105-NDM alberga los
genes de resistencia blanowm, tety el gen aadAl (tabla4).

En el caso de los aislamientos secuenciados por segunda generacién, se verificd la
integridad y la ubicacion de los marcos abiertos de lectura del gen blanom, asi como la
presencia y ubicacion de los genes parED y relEB, que codifican para los sistemas toxina-
antitoxina usados como marcadores moleculares, los cuales fueron encontrados en las

secuencias analizadas (anexo 2B).
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Tabla 3. Estadisticas generales para los ensamblajes obtenidos en este estudio.

@ 0 S o
= () T = -
2 |%slsi.| 32 ¢ :
E |3 < o s= 298| €€ | £ 3 2 [B|R |28
i) 5 oS ° Eo6| == g g O P pd i R
o @ —= I So| §2 T 2 o pa
< [ ,g 5 4 Sc - "y
F - 3
32097 |CA| 5.641.022 | 428.786.072 | 421 | 121688 | 4686036 | 40.93 | 37279 20336 | 40 | 83 | 0.00
3299 | ®A| 6.763.304 | 514.011.104 | 777 | 58197 |4714752| 40.56 | 17881 9593 80 | 168 | 0.00
12100 | GA 8.756.544 | 665.497.344 | 565 | 199125 | 4879417 | 41.16 | 38756 20884 | 36 | 81 | 0.00
12105 | ®A | 5.513.392 | 419.017.792 | 532 | 111462 | 4673450 | 40.48 | 24751 14367 | 57 [120] 0.00
12111 | ®A | 8.904.047 | 676.707.572 | 498 | 140008 | 4803511 | 41.10 | 27244 15004 | 51 [111] 0.00
3206 | NS 21.784.608 | 3.289.475.808 | 62 | 548586 | 4784401 | 40.42 | 331984 | 219976 | 6 | 10 | 0.00
3297 | NS |17.849.232 | 2.695.234.032 | 144 | 394254 | 4798297 | 40.27 | 157727 | 92345 | 10 | 20 | 0.00
12110 | NS | 10.939.704 3,010.895.304 | 149 | 394254 | 4797715 | 40.27 | 157727 | 92345 | 10 | 20 | 0.00
3206 |PB| 115494 |1.168.833.991| 2 |4673530 4827674 | 40.52 | 4673530 | 4673530 | 1 1 | 0.00
12100 | PB| 1545024 [1.520.618.832| 3 |4347442|4781198 | 40.85 | 4347442 | 4347442 1 1 |0.00
12105 | PB| 102.824 |1.118.372.034| 2 |4580742|4662952 | 40.29 | 4580742 | 4580742 | 1 1 |0.00
GA: Genome analyzer
NS: NovaSeq
PB: PacBio
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Tabla 4. Descripcién general de los genomas obtenidos y su resistoma.

. ) Tipo de . ~ Profundidad Grupo de . .
Aislamiento ADN Contig Tamafio (pb) . L Genes de resistencia
: X) incompatibilidad
circular
Cromosomal p3296-CH 4.673.530 202 N/A aadAl, dfrAl
3296 aadAlb, bla bla aac(6")lb-cr, sull
- ) TEM-1B, OXA-2, -Cl, )
Plasmidico | p3296-NDM 154.144 304 IncT aac(6)Ib3, gnrAL, mph(A), blaNDM-1
Cromosomal | Cromosoma 4.347.442 261 N/A aadAl, dfrAl
Plasmidico | p12100-NDM 118.246 365 N/D blanom-1, rmtB2
12100
. aadAlb,blarer-1, aac(6')Ib-cr, sull, aac(6")Ib3,
Plasmidico p12100-PER 315.510 250 N/D mph(A), rmtB2
Cromosomal | Cromosoma 4.580.742 203 N/A aadAlb
12105
Plasmidico p12105-NDM 120.597 173 N/D blanow-1, aadAl, tet
aadAlb, aac(6')-1b3, rmtB2, aadAlb, blanpm-1
3297 N/A N/A - Col3M blatewm-116, blarer-1, aac(6')-lb-cr, gnrD1, mph(A),
4.686.036 sull, dfrAl
blanom-1, blatem-116 16 blarer-7, ant(2”)-la, sull,
3299 N/A N/A - Col3M tet(59), dfrA1, aadA1, aadA14, aph(3)-Vla,
4.714.752 gnrD1, Inu (G)
aadAl, ant(2")-la, aph(3')-Vla, blanowm-1, blarer-7,
12110 N/A N/A 4.797.715 - Col3M Inu(G), gnrdL, sull, tet, dfrAL
aac (6’)-Ib-cr, aadAl, blatewm-116 , blarer-7, blanom-
12111 N/A N/A 4.803.511 - Col3M 1, qnrD1, Erm(42), catB3, Sull, sul2, tet(57),

tet(31), dfrAl

N/D: no determinado

44



Para identificar genes de resistencia presentes en los diferentes contigs de estos
aislamientos, se emple6 la plataforma Resfinder (74) . En el aislamiento 3297, el gen blanom
fue encontrado en el contig 119 y se identificaron adicionalmente, los genes de resistencia
aadAlb, aac(6')-Ib3, rmtB2, aadAlb, blarem11e, blarer-1, aac(6’)-lb-cr, gnrbl, mph(A), sull,
dfrAl. En el aislamiento 3299, el gen blanom fue encontrado en el contig 423 y se
identificaron adicionalmente, los genes de resistencia blarem-116 16 blaper-7, ant(2”)-la, sull,
tet(59), dfrA1, aadA1, aadA14, aph(3)-Vla, qnrD1, Inu(G). En el aislamiento 12110, el gen
blanom fue encontrado en el contig 43 y adicionalmente se identificaron los genes de
resistencia aadAl, ant(2")-la, aph(3’)-Vla, blanom-1, blarer-7, INu(G), qnrD1, sull, tet, dfrAl.
Finalmente en el aislamiento 12111, el gen blanom fue encontrado en el contig 129 y los
genes de resistencia identificados fueron aac (6)-lb-cr, aadAl, blarem-116, blarer-7, blanom-1,
gnrD1, Erm(42), catB3, Sull, sul2, tet(57), tet(31), dfrAl (tabla 4).

Por otro lado, se estableci6 la relacién filogenética de los aislamientos secuenciados
usando un analisis basado en sus variaciones nucleotidicas puntuales (SNP’s) en su
genoma conservado o “core genome”. Adicionalmente, en el analisis se incluyeron 21
genomas completos de P. rettgeri (con y sin blanpwm) reportados en la base de datos de
genomas del NCBI, entre los que se encuentran: tres genomas de México, cuatro de
Colombia (uno de Bucaramanga y tres de Bogota), uno de China, cuatro de Japo6n, uno de
Estados Unidos y uno que no especifica el pais de origen. En el andlisis filogenético, los
aislamientos se distribuyeron en tres ramas y sin relacion con el pais de origen (Figura 9).
Curiosamente, los seis aislamientos de este estudio, a pesar de haber sido colectados en
el mismo hospital de México, se agruparon en diferentes clados, sugiriendo diferencias en
su genoma conservado. Los aislamientos 12105, 12110 y 3299 tuvieron mayor relacién
genética con los aislamientos colombianos 16Pre45 y RB151. Por su parte, los aislamientos
3297, 12111 y 12100, se agruparon con aislamientos del mismo origen (06-1619, 06-1617
y 06-1623); y finalmente el aislamiento 3296 se encuentra separado de los demas
aislamientos mexicanos y presenta mayor relaciéon con el grupo en el que se encuentran
genomas reportados en Japon (BML2526, BML2576, BML2496, BML2531), China
(Pr_15 2 50) y dos genomas colombianos (16Pre36 y 16Pre47). Tomando juntos estos
resultados sugieren que, en el hospital de estudio, convergen aislamientos que
corresponden a diferentes clones de P. rettgeri que portan el gen blanom en diferentes

plasmidos, que no son de circulacion especifica de la region.
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Figura 9. Relacion genética basado en los SNP’s del “core-genome” de Providencia rettgeri. Se muestran los aislamientos de este estudio y los genomas
completos reportados para P. rettgeri en la base de datos de genomas del NCBI. El arbol de méaxima verosimilitud (ML, maximun likelihood) fue construido basado
en los SNP’s del core-genome obtenidos a partir de genomas completos y genomas parcialmente ensamblados obtenidos en este estudio.
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5.3 El gen blanpm-1 es transportado en diferentes estructuras plasmidicas en

los aislamientos de Providencia rettgeri del hospital de México.

De acuerdo con los datos de la secuenciacion, el gen blanpw-1 esta localizado en tres
plasmidos de diferentes tamafios, y una comparacion rapida muestra que son
estructuralmente muy diversos, pero mantienen algunas caracteristicas en comun (Figura
10). Un andlisis preliminar de la estructura general de los plasmidos permitié establecer
que, aunque tenian estructuras genéticas diferentes entre ellos, los plasmidos presentan,
una alta cobertura con el pldsmido p06-1619-NDM en la region asociada a la estructura
formada por las IS6368 a manera de transposén compuesto clase 1y el Tn125 p12105-
NDM (96%), p3296-NDM (96%) y p12100-NDM (75%) (Figura 10).

Teniendo en cuenta estos hallazgos, con el fin hacer un analisis genémico comparativo mas
detallado, se realizaron comparaciones pareadas de cada plasmido obtenido en este
estudio con el p06-1619-NDM y con el plasmido con el que presentaron mayor relacion
teniendo en cuenta la comparacion realizada con la base de datos de genomas del NCBI.
Estos alineamientos fueron visualizados en ACT (69), donde se compararon los elementos
genéticos moviles presentes en el entorno del gen blanom Y Se analizaron las secuencias
flanqueantes de los mismos con el fin de analizar las posibles movilizaciones asociadas a
estos. Los resultados de estos alineamientos fueron graficados en Easyfig (82). La

estructura de estos plasmidos se describe en detalle a continuacioén.
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Figura 10. Descripcion general de los plasmidos blaNDM-1 positivos de los tres aislamientos completamente secuenciados de P. rettgeri, comparados con la
secuencia del plasmido p06-1619-NDM. Se muestran las regiones que codifican genes de replicacion, regiones de resistencia y virulencia y regiones que codifican
elementos genéticos moviles. El plasmido p12100-NDM presenta una regién Tra reportada solo en P. rettgeri (Tra-Pre) y los otros plasmidos presentan regiones
Tra diferentes. Los plasmidos p12105-NDM y p3296-NDM presentan genes repA. Las secuencias de insercion y transposones se muestran como rectangulos con
Sus respectivos genes para transposicion y accesorios como flechas en su interior. Las barras grises entre las parejas de plasmidos muestran regiones de >68% de

identidad nucleotidica.
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El plasmido p12105-NDM fue encontrado en el aislamiento de P. rettgeri 12105, su tamafio
es de 82,2 Kb y no pertenece a ningun grupo de incompatibilidad conocido (Figura 10).
Presenta una identidad de >93,53% en el 64% de su cobertura con el plasmido pRB151-
NDM reportado en un aislamiento de P. rettgeri de Bucaramanga. Gran parte de la
estructura genética con la que presenta identidad el plasmido p12105-NDM corresponde a
una regién de genes tra con la insercion de 5 genes hipotéticos corriente arriba del gen traH
y hacia el centro del pldsmido se encuentra una region variable en la que se encuentra un
grupo de genes par, genes para el metabolismo y adaptacion de la bacteria. Por otro lado,
presenta una identidad de 99.84% en el 30% de su cobertura con el plasmido p06-1619-
NDM, encontrado en un aislamiento de P. rettgeri de México 06-1619 (17). Esto
corresponde con una region de virulencia y resistencia en la que se encuentran dos copias
idénticas de la 1S6368, conformando una estructura a manera de transposén compuesto
clase 1 con secuencias flanqueantes diferentes, lo que sugiere que esta estructura
posiblemente no se insertdé como un transposon compuesto, de acuerdo con los modelos
propuestos para la 1S26, la cual ha sido usada para estudiar este tipo de movilizacion (85,
86).

La orientacion de los genes presentes en esta estructura estan igual que en el p06-1619-
NDM, al interior de esta estructura se encuentra el gen repA. Corriente abajo presenta la
insercion de dos copias idénticas de una nueva secuencia de insercién, registrada en este
estudio con el numero ISPrrel10 en la base de datos de ISfinder (87). Esta insercion esta
flanqueando el Tn125 truncado de tal forma que se observa un fragmento grande del gen
tat justo después de la primera copia de ISPrrel0, corriente abajo la estructura interna del
Tnl25, presenta un truncamiento de groEL y la 1SAbal25, sugiriendo un evento de
inversion en la estructura conocida del Tn125. El fragmento faltante del gen tat, se
encuentra justo antes de la segunda copia de la ISPrre10. Seguido a esta estructura estan
presentes los genes de dos sistemas toxina-antitoxina (parED y relEB), las secuencias de
insercién IS5 e I1S26 y una copia truncada de un TnAs3-like cuya IRR esta flanqueada por
la segunda copia de la IS6368 (Figura 11).

Con respecto a las secuencias flanqueantes dentro de la regién delimitada por las 1IS6368,
se observo que son idénticas a las reportadas para el p06-1619-NDM, excepto del lado de
la 1S26 que esta corriente arriba del TnAs3-like truncado. Las dos copias de la ISPrrel0

presentan una posicion interesante, ya que son los elementos genéticos méviles (EGM) con
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mayor proximidad al ATn125, flanqueando los dos extremos de este elemento en el que se

encuentra el gen blanom (Figura 11).
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Figura 11. Comparacion pareada de los plasmidos p06-1619-NDM, p12105-NDM y pRB151-NDM identificados en P. rettgeri. Las regiones de genes tra, par, genes
de resistencia y virulencia estan delimitadas por lineas negras. Las secuencias flanqueantes de las ISs que fueron analizadas estan marcadas con circulos para la
1S6368, rombos para la 1S26 y triangulos para la IS5 y sus respectivas secuencias se encuentran descritas en la tabla inferior. Las barras grises entre las parejas

de plasmidos muestran regiones de >80% de identidad nucleotidica.
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Pldsmido p12100-NDM: este plasmido fue encontrado en el aislamiento de P. rettgeri
12100, presenta un tamafio de 118.2 kb. y tampoco fue asociado a los grupos de
incompatibilidad conocidos. La secuencia de este plasmido fue comparada con la base de
datos de genomas del NCBI y se observé que presenta 100% de identidad en el 80% de la
cobertura con el plasmido p06-1619-1, el cual fue identificado también en el aislamiento de
P. rettgeri de México 0616-19 y presenta un 99,94% de identidad en el 63% de su cobertura
con el plasmido pPrY2001, encontrado en un aislamiento de P. rettgeri de Canada (17). La
region conservada con estos plasmidos codifica para la maquinaria de transferencia
conjugativa Tra-Pre, descrita en pladsmidos de P. rettgeri como el pPrY2001 y en el pldsmido
p06-1619-1 (17, 60). Esta corresponde a mas de la mitad del plasmido, por lo que se incluy6
en la comparacion al plasmido pPrY2001, con el fin de ver si presenta identidad en la regién
variable del p12100. Se analizaron los EGM presentes en el entorno del gen blanpwminiciando
con una IS5 que se encuentra en la region Tra-Pre, la cual presenta secuencias

flanqueantes diferente entre si, pero se comparten con las del p06-1619-1.

Hacia el centro del plasmido, en la zona que varia con respecto al p06-1619-1, se encuentra
una region de virulencia y resistencia que conserva una identidad de 99,84% con una
region descrita en el plasmido p06-1619-NDM en la que se encuentran dos copias idénticas
de la 1S6368, conformando una estructura a manera de transposén compuesto clase 1 (86).
Las secuencias flanqueantes de estas IS son diferentes entre si, por lo que en este caso
tampoco se sugiere que la insercion de esta estructura se haya dado como transposon
compuesto sino probablemente como una unidad translocativa. Se hizo comparacién de las
secuencias flanqueantes de esta 1S6368 con respecto a las copias de los plasmidos del
alineamiento y tampoco presentan relacion con las dos copias de 1S6368 presentes en el
p06-1619-NDM y ni con la copia del p06-1619-1.

Al interior de la estructura formada por las copias de 1S6368, se hall6 el Tn125 truncado al
inicio de la ISAbal25 por una copia de la 1S6368, y en el otro extremo del remanente del
Tnl125, se encuentra un pequefio fragmento del gen tat, truncado por la nueva ISPrrel0.
Corriente arriba de esta IS, se encuentran los genes de los sistemas toxina- antitoxina
(parED vy relEB), con la misma disposicion que en el plasmido p06-1619-NDM, al igual que
la secuencia de insercion IS5, que presenta TSDs iguales a los del p06-1619-NDM. A
diferencia del plasmido p06-1619-NDM, en esta region no se observa el gen repA, pero se
observa en su lugar dos copias de 1S26, junto con los genes de una transposasa putativa

de la familia IS91, 5 genes adicionales de adaptacion y transporte de iones y una copia
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Figura 12. Comparacion pareada de los plasmidos p06-1619-NDM, p12100-NDM, p06-1619-NDM-1 y pPrY2001-NDM de P. rettgeri. Las regiones Tra-Pre, las de
genes par, genes de resistencia y virulencia estan delimitadas por lineas negras. Las secuencias flanqueantes de las ISs que fueron analizadas estan marcadas

con circulos para la 1S6368, rombos para la 1IS26 y triangulos para la IS5 y sus respectivas secuencias se encuentran descritas en la tabla inferior. Las barras
grises entre las parejas de plasmidos muestran regiones de >75% de identidad nucleotidica.
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truncada de un TnAs3-like. Las dos copias de 1S26 presentan la misma direccionalidad, sus
secuencias flanqueantes son todas diferentes entre si y solo presenta relacion con una de
las 1S26 presentes en el p06-1619-NDM, lo que sugiere que pudo darse la inserciéon de una
de una IS junto con los genes que estan entre las dos copias de 1S26 (Figura 12).

Plasmido p3296-NDM: este plasmido fue encontrado en el aislamiento de P. rettgeri de
3296, tiene un tamafio de 154,1 kb, siendo el plasmido més grande y el que presenta mayor
variacion entre los plasmidos NDM-positivos de este estudio. Pertenece al grupo de
incompatibilidad IncT y presenta una identidad de 99,9% en el 62% de cobertura con el
plasmido de Proteus vulgaris Rtsl, esa regién de alta identidad entre los dos plasmidos
corresponde a un grupo grande de genes tra y un grupo de genes hipotéticos. En el centro
del plasmido se encuentra una region variable en la que se encuentran algunos genes
hipotéticos, una transposasa y una resolvasa que presentan 82% y 92% de identidad
respectivamente con los genes de la ISEc63 y corriente arriba se encuentra el gen de
resistencia a betalactamasas de espectro extendido blarem, el integrén clase 1 compuesto
por los genes sull-gacEA1-blaOxa-aadAl-aac(6’)-Ib-cr, las secuencias de insercién 1S6100
con secuencias flanqueantes diferentes entre si y una IS26 con secuencias flanqueantes
que no presentan relacion con ninguna otra copia de 1S26 de las analizadas en este
alineamiento. Se encuentra una regién que corresponde al 15% de la cobertura del
pladsmido la cual presenta un 99,84% de identidad con la region de virulencia y resistencia
del plasmido p06-1619-NDM. A pesar de que solo presenta una copia de 1S6368. La regién
conservada con el p06-1619-NDM presenta la misma organizacion y las secuencias
flanquentes de la IS5 son iguales e incluso una de las secuencias flanqueantes de la 1s26
de esa regién es compartida con una de la 1S26 del p06-1619-NDM. Corriente arriba se
observa una copia interna del gen repA, adicional al que se encuentra al inicio de la

secuencia plasmidica.

Este plasmido presenta la insercién de dos copias de la ISPrrel0, flanqueando el Tn125
truncado que inicia con un fragmento grande del gen tat y finaliza con el pequefio fragmento
faltante de este gen, el cual esta flanqueado por la segunda copia de la ISPrre10. Seguido
a esta estructura, estdn presentes los genes de los sistemas toxina-antitoxina (parED y
relEB), las secuencias de insercion IS5 e 1S26 y una copia truncada de un TnAs3-like
(Figura 13).
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Figura 13. Comparacion pareada de los plasmidos p06-1619-NDM, p3296-NDM, encontrados en P. rettgeri y el plasmido Rts1 de Proteus vulgaris. (Debido al
tamafio de los dos Ultimos plasmidos, se muestra solamente la region variable de los mismos). Las regiones Tra-Pre, las de genes par, genes de resistencia y
virulencia estan delimitadas por lineas negras. Las secuencias flanqueantes de las ISs que fueron analizadas estan marcadas con circulos para la IS6368, rombos
para la 1S26 y triangulos para la IS5 y sus respectivas secuencias se encuentran descritas en la tabla inferior. Las barras grises entre las parejas de plasmidos

muestran regiones de >75% de identidad nucleotidica.
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La comparacion realizada entre el plasmido p06-1619-NDM vy los plasmidos obtenidos en
este estudio, permiti6 ver que a pesar de que estos tienen esqueletos de plasmidos
reportados en aislamientos de P. rettgeri de diferente origen e incluso de diferente especie,
para el caso del plasmido 3296-NDM, estos plasmidos presentan relacion entre si en la
region del Tn125, que en el caso del p06-1619-NDM esta truncado por la insercion de una
IS6368 y corriente abajo, una segunda coipa de esta IS. Las inserciones de estas dos
copias forman una estructura como un transposon compuesto clase 1 en el p06-1619-NDM.
Los plasmidos encontrados en este estudio conservan los genes que se encuentran en la
parte interna de esta estructura y una o dos copias de la 1IS6368. Llama la atencion que, en
todos los casos, el Tn125 se ubica en medio de estos genes y ademas se encuentra

flanqueado por una o dos copias de la ISPrre10 (Figura 10).

Al comparar las secuencias flanqueantes de las ISs de los tres plasmidos obtenidos en este
estudio se observé que las de la IS5 son idénticas en todos los plasmidos, la mayoria de
las de 1S26 son idénticas y en el caso de las IS6368 hay dos secuencias flanqueantes
presentes en el plasmido p12105-NDM que se comparten independientemente en los otros
plasmidos. Por su parte la presencia de las copias de ISPrre10 y su proximidad con el gen
blanom €n todos los plasmidos, se analiz6 a partir de la caracterizacion que se hace en este
estudio, tanto de la estructura, como del mecanismo de transferencia de esta nueva IS, la

cual se describe a continuacion.

5.4 El gen blanom-1 s movilizado por las secuencias de insercion ISPrrel0 e

IS6368 en Providencia rettgeri.

Dos hallazgos destacables se han encontrado en los tres plasmidos secuenciados en este
estudio, primero, una movilizacién del gen blaxow1 desde afuera de la estructura de
transposon compuesto Tn6368 (como es observado en el plasmido p06-1619-NDM) hacia
su interior; y segundo, la movilizacién del gen blanom-1 hacia otras estructuras plasmidicas.
Se decidi6 profundizar en los mecanismos moleculares involucrados en estas
movilizaciones. Los tres plasmidos secuenciados mostraron la insercion de una
transposasa putativa flanqueando un fragmento del Tn125 que alberga el gen blanpm-1. Una
comparacion contra las secuencias reportadas en la base datos del ISfinder mostré un

porcentaje de identidad del 54% respecto a la secuencia ISVa3, perteneciente a la familia
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IS91. Esta nueva secuencia se registré en esta base de datos y el cédigo asignado fue
ISPrrel0. Las IS que conforman la familia IS91 presentan caracteristicas diferentes a las
de otras familias; contienen secuencias terminales diferentes y su transposicion es en forma
de circulo rodante y sitio-especifica, generdndose siempre después de las secuencias
CTTG o GTTC (88), tras lo cual la IRR queda adyacente al extremo 3’ de la secuencia
blanco sin generar duplicaciones del ADN objetivo (Figura 13). Este extremo de la
secuencia se ha demostrado que es imprescindible para la transposicion y es llamada orilS
(88, 89). La secuencia terminal a diferencia de otras IS no es una secuencia repetida de la
IRR, en la familia 1S91 se trata de una secuencia llamada terlS que tiene un papel en el
reconocimiento del punto de terminacién en eventos de transposicion, pero no es
imprescindible (89). Estas secuencias terminales se buscaron en la regién adyacente a la
transposasa de la ISPrrel0 (en todas las copias encontradas en los plasmidos de este
estudio) y se realiz6 un alineamiento con las secuencias orilS y terlS de las 1S91 y de la
ISVa3 cuya transposasa es la que mayor identidad tiene con la TnpA de ISPrrel0 (54,25%
en el 99% de la cobertura). Como resultado se observd que la ISPreel0, presenta las
mismas caracteristicas conservadas para la mayoria de las secuencias de insercion de la
familia 1S91, por lo que fue posible establecer su secuencia completa tal como se muestra
en la figura 13 y hacer el registro en la base de datos de ISFinder, a partir de lo cual se

asigno el cédigo registrado en este estudio.

Como se menciond anteriormente, en la familia 1S91 las secuencias terminales tienen un
papel importante en eventos de transposicion, ya que esta familia presenta un modelo de
replicacion por circulo rodante (CR), se ha descrito que la formacién de estructuras
secundarias en la secuencia orilS favorece el inicio la formacién de la horquilla necesaria
para el inicio del proceso de transposicion y por su parte la secuencia de terlS es importante
para el reconocimiento del final de la transposicién. Se ha demostrado que cuando se
prescinde de esta secuencia o0 no hay un reconocimiento adecuado de la misma, la

transposicion se da con fragmentos de ADN adicionales a la IS, adyacentes a terlS (88, 89).

57



tnpA > GTTC/CTTG

terPrre10 oriPrre10

e Bal

<TGAACATAAGCACGC | [ ACTCTAAGGATTGGTA >
B.
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terISPrrel® ----TGAACATAAGCACGCCTGTGGCGTGAGCATCG- - -CGGCTGAGCCGCTCTATTTCT AGGCAACTCCCTTCTCGT------- CTTTTATACTCTGCTCT- -

it i S
Figura 14. Estructura genética de ISPrre10 A. Representacion de la ISPrre10 completa, en la parte superior se
representa la transposasa (thpA) flanqueada por las secuencias terminales sefialadas por las puntas de flecha
grises y las secuencias CTTG o GTTC usadas como blanco por la IS, que siempre estan adyacentes a esta. En
la parte central estan representadas las secuencias ter y ori, las flechas negras gruesas representan pequefias
repeticiones invertidas de la secuencia consideradas funcionalmente importantes. Las flechas en la parte inferior
representan la parte final de las secuencias. B y C. Comparacién de las secuencias terminales de 1S91, IS801
e ISPrrel0. Las flechas horizontales indican las zonas de las pequefias repeticiones invertidas.

Teniendo en cuenta esta informacién, en este estudio se usaron programas para predecir
la formacion de estructuras secundarias tanto en orilS como en terlS y adicionalmente en
una secuencia ter2 propuesta en este estudio para la ISPrrel0, que se ajusta con lo
reportado en experimentos de transposicion de 1S91 descritos por Bernales y colaboradores
en 1999 (89) . Las estructuras secundarias mostradas en la figura 15 se eligieron haciendo
un consenso de aquellas que se conservaban en la mayoria de modelos propuestos,
usando la opcidon para secuencias de ADN de las herramientas RNAstructure tools,
disponible en https://rna.urmc.rochester.edu/RNAstructureWeb/ y RNAfold Websrver,
disponible en http://rna.tbi.univie.ac.at//cqgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cqi (90).

Adicionalmente, la ubicacién de los puntos de formacion de estas estructuras esta sefalada

con flechas delgadas horizontales en la figura 14.
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Figura 15. Estructura y secuencia de las regiones orilS y terlS. Se ilustran las estructuras secundarias
propuestas para las regiones orilSPrre10 (A), terlISPreel0 (B) y un posible ter2 en Atat (C). Se muestra la
prediccion de las estructuras secundarias que se podrian formar y la energia requerida para que se forme cada
estructura. Se sefiala la posicion de algunas bases que forman cada estructura propuesta.

Adicionalmente se identificaron en ISPrrel0 los motivos conservados descritos para la
familia 1S91, a partir de un alineamiento con secuencias de transposasas que ya han
reportado los 5 dominios conservados para esta familia y se adiciono la ISVa3 por la
identidad que presenta con la ISPrrel0. Se emplearon 8 secuencias de transposasas tal
como se describe por Garcillan en el 2002 (88). Los resultados de este alineamiento
muestran la conservacion y el consenso de los residuos de aminoacido en cada posicion
del dominio a lo largo de las 8 secuencias comparadas (Figura 16), y permiten confirmar
gue la ISPrre10 no solo presenta la estructura genética caracteristica de la familia 1S91,
ademas, como se ve en la figura 16, su transposasa cuenta con los 5 residuos conservados
de la familia y presenta los residuos de aminoécido que se han descrito como necesarios
para la actividad de la enzima y su accién en la replicacion de tipo CR (89). Estos residuos
estan en el motivo 3, que es el mas conservado y que por lo tanto se considera como una
marca que define a esta la familia. Las tres histidinas de este motivo junto con los dos
residuos conservados de tirosina en el motivo 4 (resaltados en la figura 16 en color azul
aguamarina), forman el centro catalitico de la proteina, especificamente, los residuos de
tirosina del motivo 4 estan directamente implicados en catalizar el clivaje inicial y la reaccion

de transferencia de la cadena de ADN (89). Esto sugiere que la ISPrre1l0 cuenta con las
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caracteristicas necesarias para ser un EGM activo con la facultad de movilizarse y generar

cambios en las moléculas de ADN que la albergan.

Motivo 1 Motivo 2

. 10 20 A 30 : 0 ] 63 73 :
ISPrre10/1-363 ML AR'S CAmoVRRchSSPEeT SRFFCQTEKSKA _'SAEGLKLPDCEWQ ITLEMPHLLWPFFNNN
ISVa3/1-362 (ML ABG MNMMBAKHYDBG TSNEPHTKVVCQSEKTKA BSSEGTKMPDCEHQH I TFEMPSELWP I FEAN
15801/1-360 ML ABG S | LGVKHY TEGNHSEP VKYLCNTGHCRA EPSEGKKLPDCPWOHLVFELRD TLWPLFF YN
151294/1-312 ML ABR RILOVKEFG 1ONPDBOHVKYLTNSEGSRA BPSEGKILPDCOWVHLVFELRD TLWPVFESN
1591/1-358 | I MABG TLMB Y TQWCESSPDBCHTKKVCF REKSRS DPHPGVKVPDCPWQ IVFELPCQYWSLVFHN
Rhisp/1-362 || ELER AALOGHVEAED QBGHRRIAFNSBRORH BPREQSLILLETQYFHVVFELPEAIAAIAYON

Berzo/1-340 LKK:@:R SALG.GHIDA:‘D EGGNVSISYNS RNRH BPKBC‘GKLLPVPYF VVFELPDVLNKTALHE
Pseps/1-456 [YLEGG | FAHGF ARAREG oEge !DYFVAFSﬂKGRGVﬁPSbTTRFPRLPVRQWVLSVPKRLRYFMORD

coeccr e il e 1 1 ol e i o

42 47375 22 -
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Motivo 3 Motivo 4 Motivo 5
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1S801/1-360 |6 LRVG | FGALHTYGRRLNWHPHVHL SV TABGLDEQGERKTVNYLGRYL KKPP ISETLSQADMLFRVVQOHRIPEKHERM I BYFGF LA
151294/1-312 |6 LEPG I F CA | HEYGRRLNWHPHVHVSVTCBGLNKHGBRNTARMLGRNML KKPP I AETLTQRELVARLKQH I PEKF EKMVENF GF LA
1591/1-358 |DVEPB IF TV I RDQOWHPH I HLSTTABGVTSGHATHVAVMFBSHLKKPPVPILLMSGDEFMERF SWHVADKGFRMVENMYGFLS
Rhisp/1-362 |BAE | BF FAVL QONLLHHPHLHCVVPGEGF SPOGPEQVLDOYVERY THRVAISMTVSTOEF IRBFLLHVLPEGFHR IBMYGFLG
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Figura 16. Alineamiento de transposasas IS91-like. La figura muestra las secuencias de aminoacidos de 8
transposasas 1S91-like Unicamente de la region correspondiente a los 5 motivos conservados, las cuales
comparten el mecanismo de replicacion por circulo rodante (CR). Los residuos conservados se resaltan con
colores diferentes para cada residuo. El nivel de conservacion de cada residuo en las secuencias, se ve reflejado
en la gréfica de la parte inferior. El consenso del residuo en cada posicion del motivo se observa en la gréfica
de barras de la parte inferior. Cada motivo esta delimitado por un recuadro negro. Las secuencias fueron
alineadas usando el programa MAFF alignment (91) y visualizado en el programa Jalview (92). Las secuencias
usadas estan referenciadas en el trabajo de Bernales y colaboradores en el 2002 (89).

Conociendo la estructura y mecanismo de movilizacion de la ISPrrel10 se realiz6 un andlisis
del entorno de estos EGM. Teniendo en cuenta que, en los plasmidos encontrados en este
estudio, las copias de ISPrrel0 estan adyacentes al ATn125 y en el caso del p06-1619-
NDM la Unica copia se encuentra corriente abajo de la primera I1S6368, se hiz0 una
busqueda de las secuencias blanco CTTG y GTTC en estos entornos. Adicionalmente se
haiz6 una busqueda de regiones que tengan la misma secuencia presente en terlSPrrel0

y que puedan funcionar como puntos de reconocimiento de terminacion de la transposicion
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(ter2) en el ATn125 y en la estructura formada entre las copias de 1S6368 con el fin de
identificar posibles eventos de movilizacion que involucren a ISPrrel0 y a los otros EGM

presentes en el entorno del gen blanpwm.

5.5 Plataformas de movilizacion del gen blanom en aislamientos de P. rettgeri

de un hospital de México.

A partir del andlisis detallado de las secuencias de los pldsmidos encontrados en este
estudio, se identificaron muchos puntos en el ATn125 que pueden ser detectados por
ISPrre10 como secuencia objetivo, pero llamo la atencién la secuencia CTTG encontrada
corriente arriba de la primera copia de ISPrrel10 en el plasmido p12105-NDM, la cual esta
adyacente a un fragmento del gen truncado tat. Esta pudo servir como secuencia objetivo
en el ATn125 de una secuencia hipotética generada tras una inversion del Tn125 (paso 1y
2 de la figura 17). Teniendo en cuenta que se han reportado eventos de transferencia en
los que la IS91 moviliza ADN corriente abajo de terlS (89), se realizé la busqueda de una
secuencia de terminacion que permitiera este tipo de evento y resultd en la identificacién
de la secuencia GTTCA en el fragmento pequefio del gen truncado tat. Esta secuencia se
propone en este estudio como ter2, por lo que se realiz6 la prediccion de una estructura
secundaria (Figura 15). Este resultado sugiere que podria funcionar como secuencia de
terminacién de ISPrrel0 en un evento de transposicion que pudo haber movilizado el
remanente del ATn125 en una region del plasmido con una copia previa de ISPrrel0 tal
como se muestra en el paso 4 de la figura 17, generando la estructura observada en el
plasmido p12105-NDM.
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Figura 17. Movilizacién del gen blanom por medio de la transposicion de ISPrrel0. Se muestra la estructura del
Tn125 las flechas rojas sefialan los puntos en los que se genera el cambio de la secuencia tras un proceso de
inversion, las secuencias que se muestran en medio de las lineas punteadas son la secuencia blanco de
oriPrrel10 y la secuencia de terminacion terPrrel0. El recuadro negro sefiala el fragmento de la secuencia que
es movilizado y la flecha punteada indica la ubicacion a la que se moviliza dicho fragmento.

Teniendo en cuenta el resultado anterior, se analiz6 la secuencia del plasmido p3296-NDM,
en este caso se propone un modelo de movilizacion que parte de una secuencia de ADN
con dos copias de la 1IS6368 en un plasmido, formando una estructura como un transposon
compuesto. En este caso la movilizacion de este fragmento en el que se encuentra el
ATn125, se da por la formacién de una unidad translocativa UT6368 que se inserta corriente
arriba de un gen de transposasa en un plasmido con el esqueleto del Rts1. La secuencia
flanqueante derecha de la 1S6368 que se moviliza se mantiene igual después de la
insercion, pero se observa un cambio en la direccionalidad de los genes de la estructura
movilizada al compararla con la secuencia observada en el p12105-NDM, sin embargo
mantiene la estructura interna sefialada en el recuadro de la parte superior de la figura 18
y pierde una copia de 1S6368.
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Figura 18. Modelo de movilizacion del gen blanom propuesto para el plasmido p3296-NDM. En la parte superior
se muestra la secuencia hipotética p12105-like, la flecha punteada indica la movilizacién del fragmento de la
secuencia que se encuentra en el recuadro, la cual se da a partir de la IS6368 sefialada y se inserta en la
ubicacion sefalad al final de la flecha.
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En el caso del plasmido p12100-NDM se propone un modelo de movilizacién del ATn125
partiendo de una secuencia de ADN hipotética p12105-NDM-like. En este caso se tuvo en
cuenta la direccionalidad de los EGM, su ubicacion con respecto al ATn125 y la presencia
de secuencias flanqueantes compartidas de la IS26 e 1S6368. Se sugiere una movilizacion
de varios pasos, iniciando con la formacion de una unidad translocativa UT6368 que
moviliza la estructura sefialada en el recuadro superior de la figura 19, la cual alberga el
ATn125. La presencia de la secuencia flanqueante interna de la 1IS6368 sugiere que fue
esta copia la que generé la UT. Esta UT6368 se inserta en la secuencia hipotética p06-
1619-1-like corriente arriba de una copia preexistente de la 1S6368. Posteriormente en el
paso 2, se propone la insercion de una copia de 1S6368 en el fragmento de la transposasa
truncada de la ISAbal25, justo donde se sefiala con la flecha roja, quedando la secuencia
sefalada en el tercer recuadro, por lo que se perderia la secuencia corriente abajo de esta
insercion (parte del ATn125, una copia se ISPrrel0 y el gen repA. En un tercer paso se
propone la inserciébn de una UT26 que moviliza un pequefio grupo de genes, la cual se
inserta justo donde termina la 1S26 que se encontraba previamente en el plasmido (Figura
19).
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Figura 19. Modelo de movilizacién del gen blanom propuesto para el plasmido p12100-NDM. En la parte superior
se muestra en el recuadro el fragmento de la secuencia que se moviliza a partir de un plasmido hipotético con
estructura similar a la de p12105-NDM. Las flechas punteadas indican la secuencia que se moviliza y la
ubicacién en la que lo hace. Los asteriscos de colores indican secuencias flanqueantes compartidas en verde y
negro las de 1a 1IS26 y en lila la de la 1S6368.

En resumen, el analisis de los EGM presentes en el entorno del gen blanom permite sugerir
que la movilizacion de este gen de resistencia se dio inicialmente por movilizacion del Th125
hacia otro plasmido en el que se dio la insercién de dos copias de la IS6368 que movilizé
los genes de los sistemas toxina- antitoxina (parED y relEB) y truncé el Tn125. En la figura
19 la secuencia conformada por las dos copias de 1S6368 se ha etiquetado como Tn6368
ya que forma una estructura como transposén compuesto clase 1. En la figura 19 se ve
también que el gen blanow Se mantiene en el ATn125 y este a su vez puede sufrir cambios
por posibles inversiones en su estructura y posteriormente ser movilizado por ISPrre10 con
su mecanismo de transposicion de circulo rodante. Se puede ver que a medida que se dan
las movilizaciones del ATn125 entre plasmidos, se van generando modificaciones de su
entorno relacionado con la organizacion de la estructura conformada por copias de la
IS6368, la cual a su vez también funciona como EGM capaz de movilizar al gen blaxow a

través de la formacion de unidades translocativas tal como se ve en la figura 20.
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Figura 20. Modelo propuesto de movilizacion del gen blanom entre los plasmidos encontrado en este estudio y
los antecedentes propuestos por Marquez y colaboradores en el 2017, partiendo del plasmido pNDMBJO1. En
cada plasmido estan representados los EGMs con participacién en la movilizacion de gen de resistencia o
modificaciones en el entorno. Los arcos color gris representan el Tn125 en el pNDMBJO1 y ATn125 en los
demas, los arcos color morado representan la estructura a manera de transposén compuesto formada por las
IS6368 0 su remanente, en azul se representa las copias de ISPrre10 y en verde la 1IS26. Los circulos pequefios
entre los plasmidos con flechas del mismo color de los EGM representan el mecanismo propuesto como
responsable de la movilizacion del gen blanom 0 de la insercién de un grupo de genes para el caso de la 1S26.
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6 DISCUSION

La amplia dispersion de la metalo-B-lactamasa de Nueva Delhi (NDM) entre
enterobacterias, estd generando problemas en los sistemas de salud a nivel mundial, ya
que esta enzima tiene la capacidad de hidrolizar a la mayoria de los B-lactamicos,
incluyendo los carbapenémicos, lo cual limita las opciones de tratamiento. Aunque se
considera que el gen blanom se origind en Acinetobacter, ain no es claro como fue su
transferencia a Enterobacterales en donde ha tenido mayor impacto y a la que pertenece
P. rettgeri.

En el 2017, a partir de un aislamiento clinico de P. rettgeri de un hospital de México, se
reporto el plasmido p06-1619-NDM, una variante del plasmido pNDM-BJO1-like, propio de
Acinetobacter spp (17) e interesantemente, dicho plasmido presenté mayor estabilidad en
P. rettgeri, sugiriendo que esta enterobacteria podria tener un papel clave en la
diseminacion del gen blanom. Con el fin de entender el papel de P. rettgeri en la diseminacién
y movilizaciobn del gen blaxom desde Acinetobacter a las distintas especies de
enterobacterias, en este estudio se analizaron 19 nuevos aislamientos de P. rettgeri
portadores del gen blanow Y se pudo determinar la circulacion de diferentes clones de P.
rettgeri en la institucion, los cuales presentan diferencias genéticas asociadas al Tn125 en

el que se encuentra el gen blanpwm.

A partir de la secuenciacién del genoma completo de 6 aislamientos, se obtuvieron
resultados novedosos e interesantes. El primer resultado novedoso, es que en los
aislamientos que fueron secuenciados se encontro la presencia de tres plasmidos (p12105-
NDM, p12100-NDM y p3296-NDM) los cuales no habian sido reportados previamente, pero
gue presentan esqueletos de plasmidos previamente identificados en enterobacterias y
llamé la atencién que conservan la regién de virulencia y resistencia del plasmido p06-1619-
NDM (17). Los plasmidos reportados en este estudio conservan en su estructura elementos
gue son propios de p06-1619-NDM tales como: las copias de la 1IS6368 que forman una
estructura como un transposon compuesto clase 1, dentro de la cual se encuentran los
genes que codifican para dos sistemas toxina-antitoxina parED y relEB que pueden estar
relacionados con la estabilidad plasmidica, lo que pudo haber favorecido la permanencia

del p06-1619-NDM en P. rettgeri, tal como ha sido reportado para otros modelos (93).
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Un segundo resultado, que es fundamental y que aporta nuevo conocimiento para entender
como ocurre la dispersion del gen blanom a otras enterobacterias de gran impacto clinico
fue la determinacion de nuevas plataformas de movilizacion del gen blanpm. Entre estas
plataformas identificadas, se encuentra una nueva secuencia de insercion registrada en
este estudio en la base de datos ISFinder (87) con el cddigo ISPrrel0. Los analisis
bioinforméaticos, mostraron que esta secuencia pertenece a la familia 1IS91. Esta familia de
IS se caracteriza por movilizarse usando un mecanismo de circulo rodante (88, 89), por lo
que se analizé la estructura de los posibles sitios blanco de las copias de ISPrrel0
presentes en los pladsmidos de estudio. Pudimos establecer que la ISPrrel0 efectivamente
cuenta con la regién de reconocimiento sitio especifico orilSPrrel0, y la secuencia de
terminacion terlSPrre10 y adicionalmente se identificé en el Tn125 una secuencia definida
en este estudio como ter2, que de acuerdo a los detalles especificos de la regién, se sugiere
que pudo funcionar como secuencia de terminacién en un evento de transposicion de
ISPrrel0, co-movilizando el remanente del ATn125 por medio de un mecanismo de

transposicion de circulo rodante.

A pesar de ser una IS nueva, los resultados de la comparacién hecha con la base de datos
de nucledtidos del NCBI mostré que existen secuencias similares que han sido reportadas
en diferentes especies de la Tribu Proteeae y Klebsiella spp, lo que sugiere que la IsPrrel10
podria tener éxito movilizando el gen blaxom en esas bacterias, entre las cuales se
encuentran enterobacterias de gran impacto clinico como K. pneumoniae (niumero de
acceso PRINA259791) (94). Por otro lado, la 1S6368 que habia sido previamente descrita
en el plasmido p06-1619-NDM, también se reporta en este estudio, como una nueva
plataforma de movilizacion del gen blanom, que adicionalmente también moviliza los genes
de los sistemas toxina-antitoxina parED y relEB los cuales podrian estar involucrados en la
estabilidad plasmidica (95-97), por lo tanto, se sugiere que en P. rettgeri también podrian
tener un papel fundamental en la estabilidad de los plasmidos portadores del gen
blanom. Adicionalmente se encontrd que la 1S26, la cual es muy frecuente en diversas
especies bacterianas (98, 99) esta movilizando genes en el entorno genético de blanomw en

P. rettgeri.

Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que la nuevas plataformas y mecanismos
de movilizacién de blanow asociados a diversos EGM ya reportados como Tn125, Tn3000,

IsVsa3, UT6368-like, ISPrre10 (59, 66) pueden favorecer la diseminacion del gen blanom a
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otros plasmidos e incluso al cromosoma, como se pudo ver en resultados preliminares que
aun no han sido publicados por el LGMB y que sugieren, que posiblemente la ISVsa3 puede
tener un papel importante en la movilizaciéon de blanow al cromosoma, estabilizando el
mecanismo de resistencia en la especie. Previamente en el estudio de Marquez y
colaboradores del 2017, se sugiri6 que el gen blanom puede seguir un modelo de mufieca
rusa como se ve en los plasmidos encontrados en este estudio, este modelo indica que
genes de resistencia pueden alojarse en unidades transmisibles anidadas, como se ha visto
en el gen blanom (17, 100) y como se describe a continuacion.

El gen blanpw, se ubica en el Tn125, tal como ha sido reportado frecuentemente en
enterobacterias (59, 101), en este estudio, observamos que también se encuentra truncado
(ATn125). Nosotros planteamos que el ATn125 puede estar movilizandose entre las copias
de la nueva ISPrrel0. Estas copias a su vez se encuentran entre dos copias de 1S6368,
que también tienen capacidad de movilizar no sélo al ATn125, sino también a los genes de
los sistemas toxina-antitoxina. A su vez estas IS se encuentran dentro de plasmidos a partir
de los cuales se pueden dar otros eventos de movilizacion y ser transferidos a otras

bacterias.

Teniendo en cuenta estos elementos, se propone el modelo de diseminacion de la figura
21, en la cual se plantean una serie de eventos independientes de movilizacion
de plasmidos entre diferentes enterobacterias como Proteus spp. los cuales tienen como
punto en comun a P. rettgeri, tal como fue sugerido por Marquez y Col, 2017. De hecho,
este estudio nos permite reforzar la hipétesis planteada por estos autores del papel central
gue tiene P. rettgeri en la diseminacion del gen bla... desde Acinetobacter a enterobacterias
7).
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Figura 21. Modelo de diseminacion del gen blanom con P. rettgeri jugando un papel importante en la
diseminacion. Inicia con un posible evento en el que un pladsmido de Acinetobacter spp. pPNDM-BJO1-like con el
Tnl125 completo, se moviliza hacia una P. rettgeri (1) Estando en esta bacteria comienza a presentar
modificaciones en el Tn125 (negro). (2) posteriormente este transposon se transfiere a un plasmido de
circulacion en P. rettgeri como pPrY-like (3). Diversos plasmidos de otras enterobacterias pueden ingresar a P.
rettgeri (4) El gen blanom estando en el plasmido de la enterobacteria P. rettgeri, puede transferirse a plasmidos
de otras enterobacterias como Klebsiella spp por medio de diferentes EGMs de alta movilizacion como 1S26 (5).
Estos plasmidos de enterobacterias ya con el gen blanom, pueden movilizarse hacia otras bacterias,
diseminando el gen o seguir interactuando en P. retttgeri en donde pueden sufrir otras modificaciones (6). De
acuerdo con datos aun no publicados de andlisis que hemos hecho en el Laboratorio de Genética Molecular
Bacteriana, se sabe que blanom puede movilizarse al cromosoma junto con fragmentos de la molécula en la que
se encuentra (verde y naranja) posiblemente por medio de EGMs como ISVsa3, que presenta un mecanismo
de replicacion por CR (7). Por otro lado, se sugiere la movilizacion de 1IS6368 (amarillo) y de ISPrre10 (rosado)
a partir de un plasmido hipotético (gris), hacia el plasmido p06-1619-NDM-like (8). A partir de plasmidos p06-
1619-NDM-like, se pueden dar diferentes eventos de modificacion del entorno del gen blanom que involucre a
los EGM como 1S6368 e ISPrrel0. El siguiente evento en este modelo, se da por la accion de ISPrrel0
movilizando el ATn125 en medio de una estructura a manera de transposén compuesto clase 1, formada por 2
copias de 1S6368 (9). Posteriormente hay una transferencia de toda esta region hacia otros plasmidos con
esqueletos ya reportados en P. rettgeri como pRB151-NDM-like (café) (10). La interaccién de plasmidos p1205-
NDM-like con otros plasmidos que tienen la maquinaria de transposicion Tra-Pre, permite que el gen blanom sea
transferido por medio de UT6368 a plasmidos con capacidad de conjugacién que circulan en P. rettgeri (11). Se
da el ingreso de plasmidos de diferentes enterobacterias como Proteus spp. (morado) a P. rettgeri (12) El
siguiente evento es la transferencia por UT6368 del ATn125 junto con otros EGM como IsPrrel0 y los genes
de los sistemas toxina-antitoxina (asociado con estabilidad plasmidica), hacia un plasmido con circulacion entre
Proteus spp. (13). El conjunto de eventos y de hallazgos descritos en este modelo, permiten sugerir que el gen
blanom puede tener un mayor potencial de diseminacion entre las diferentes especies de enterobacterias.
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Se postula que P. rettgeri puede estar funcionando como un puente que permite la
movilizacién del gen bla... por un EGM como ISPrre10 desde un plasmido de A. baumanii
(p06-1619-NDM) hacia plasmidos de P. rettgeri. Posteriormente, en esta bacteria elementos
genéticos como 1S6368 pueden formar unidades transponibles a manera de transposon
compuesto en la que se alojan genes que codifican para los sistemas de muerte post-
segregacional, los cuales facilitan el mantenimiento del gen en la bacteria para su posterior
diseminacion en pladsmidos conjugativos, desde los cuales se da la transferencia a otras

enterobacterias de alto impacto clinico.

El fendmeno descrito anteriormente también ha sido observado en el modelo propuesto
para la diseminacion de genes como bla...(102). De manera similar a lo que se esta
observando en P. rettgeri, se ha demostrado que es posible que en bacterias de bajo
impacto clinico como Kluyvera spp se haya dado una series de eventos independientes en
un modelo jerarquico que involucra varios elementos genéticos en la movilizacion,
mantenimiento y diseminacion del gen blacrx-m, tal como se describe a continuacion. Se ha
planteado que el gen blactx-.w pudo haberse movilizado desde el cromosoma de Kluyvera
spp por la accion de EGM identificados en plasmidos de diferentes bacterias; corriente
arriba del gen blactx.w, s€ ha identificado la secuencia de insercion ISEcp, la cual actla
como elemento de movilizacién del gen. También se ha encontrado adyacente, una region
CR1, la cual contiene un integron clase 1, asociado con el mantenimiento de las unidades
transponibles que se forman y se incorporan a plasmidos conjugativos. A partir de estos
plasmidos, se da la diseminacién a enterobacterias de alto impacto clinico, las cuales

incorporan asi, estas estrategias de captura de genes de resistencia (101-104).

Tomados en conjunto, los resultados nuevos que se presentan en este trabajo y los
reportados previamente, nos permiten sugerir que P. rettgeri actia como un reservorio para
la diseminacion del gen blanpm mediante nuevas plataformas que promueven su
movilizacion y dispersion a otras enterobacterias de mayor impacto clinico, lo cual nos lleva
a proponer a P. rettgeri como un modelo para estudiar fenébmenos como estabilidad

plasmidica y movilizacion de genes por EGM con diferentes mecanismos de accion.
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7 CONCLUSIONES

e En la institucibn mexicana existié la circulacion de diferentes clones de Providencia
rettgeri portadores del gen blanpm, relacionados con aislamientos previamente
reportados en otros paises y con entornos genéticos de movilizacion diferentes.

¢ El analisis gendmico comparativo de los tres nuevos pladsmidos de Providencia
rettgeri que portan el gen blanowm, brindé mayor evidencia de la movilizacion de blanpw
a otras estructuras plasmidicas previamente reportadas en P. rettgeri y otras
especies de enterobacterias, posiblemente mediante la nueva secuencia de

insercion ISPrrel0 y las unidades translocativas asociadas a la IS6368.

e Lainclusion de los genes de los sistemas toxina-antitoxina parED y relEB por medio
de unidades translocativas sumado a la presencia del gen de resistencia blanom
podria brindar en las bacterias ventajas adaptativas mas estables que puedan

promover la permanencia del mecanismo de resistencia en la especie.
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8 RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta los eventos de movilizacion que se han reportado en P. rettgeri y
el modelo de diseminacion expuesto en este estudio, se propone a la especie P. rettgeri

como modelo de estudio para analizar los mecanismos de movilizacién del gen blanpm.

La caracterizacion por primera vez de la ISPrrel0 sugiere un nuevo mecanismo de
movilizacién del gen blanom. Por lo tanto, se recomienda que se realice un estudio
empleando diferentes pldsmidos y que se estudie el papel que pueda tener este
mecanismo en la movilizaciébn no sélo de blaypm sino también de otros genes de
resistencia en P. rettgeri y en otras especies bacterianas. Por esto seria interesante
demostrar experimentalmente la co-movilizacion de genes mediados por transposicion
de tipo circulo rodante y la participacion de secuencias de reconocimiento ter2 en

eventos de movilizacién de secuencias de ADN flanqueadas por la ISPrrel0.

Es necesario continuar con el estudio de las Unidades translocativas asociadas a la
IS6368 para tener mayor evidencia experimental del proceso de movilizacion de blanom

con sistemas de muerte post-segregacional.
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