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Resumen

La resistencia a los antimicrobianos es un problema de salud publica que ejerce una enorme
presién sobre los sistemas de salud. Una consecuencia preocupante del incremento de la
resistencia a los antimicrobianos es la emergencia y diseminacion de gérmenes
panresistentes. La diseminacién horizontal de mecanismos de resistencia juega un papel
fundamental en esta problematica y la comprensién de su funcionamiento es clave para
establecer estrategias que permitan su contencién. En esta tesis se estudiaron mecanismos
plasmidicos de resistencia a quinolonas en enterobacterias de origen clinico y los elementos
genéticos moviles asociados. Se construyé una plasmoteca con la secuencia completa de
42 plasmidos portadores de PMQRs y se analizaron a nivel molecular mediante

herramientas bioinformaticas.
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Abreviaturas y Aclaraciones

3'CS: secuencia conservada 3’ (del inglés: 3’ conserved sequence)

5‘CS: secuencia conservada 5’ (del inglés: 5" conserved sequence)

ACT: Artemis Comparative Tool

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

BLASTN: BLAST para alineamiento de acidos nucleicos

BLEE: B-lactamasa de espectro extendido. Plural: BLEEs

BRIG: BLAST Ring Image Generator

CALIN: attCs agrupados que carecen de integrasa de integron (del inglés: Clusters of attCs lacking an
integron-integrase).

CIM: concentracion inhibitoria minima

CLSI: Clinical & Laboratory Standards Institute

CPM: concentracién preventiva de mutantes

CR: region comun (del inglés: Common region) de los integrones de clase 1 complejos, posteriormente
denominada ISCR1

CRISPR-Cas: del inglés: Clustered Regularly Interspersed Short Palindromic Repeats (CRISPR), y CRISPR-
associated protein (Cas)

CRISPR-Cas-IV: sistema CRISPR-Cas tipo IV

EGM: elemento genético movil

EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing

HMM: Hidden Markov Model. Plural: HMMs

IC1: integrdn de clase 1. Plural: IC1s

ICC1: integron de clase 1 complejo. Plural: ICC1s

ICE: elemento integrativo y conjugativo (del inglés: Integrative and conjugative element). Plural: ICEs

IR: repeticidn invertida (del inglés: Inverted Repeat), extremo de elementos transponibles. Plural: IRs

IRL: IR izquierda (del inglés: IR Left). Plural: IRLs

IRR: IR derecha (del inglés: IR Right). Plural: IRRs

IS: secuencia de insercion. Plural: ISs

ISCR: IS con regiones comunes (del inglés: IS with common regions). Plural: ISCRs

MDR: multirresistencia a drogas (del inglés: multidrug resistance)
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MITE: elemento transponible con IR, en miniatura (del inglés: Miniature inverted repeat transposable
element). Plural: MITEs

MLST: tipificacion multilocus de secuencias (del inglés: Multilocus Sequence Typing)

NCBI: National Center for Biotechnology Information

NCBI-BD: base de datos Nucleotide Collection (nr/nt) de NCBI

NGS: secuenciacion masiva de nueva generacién (del inglés: Next Generation Sequencing)

QRDR: region determinante de la resistencia a quinolonas (del inglés: Quinolone resistance determining
region). Plural: QRDRs

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OMV: vesiculas de membrana externas (del inglés: Outer Membrane Vesicles). Plural: OMVs

ORF: marco de lectura (del inglés: Open Reading Frame). Plural: ORFs

PDR: panresistencia a drogas (del inglés: pandrug resistance)

PFGE: electroforesis en gel de campo pulsado (del inglés: Pulsed-field gel electrophoresis)

PLSDB: base de datos de plasmidos bacterianos (del inglés: Plasmid Database)

PMAQR: resistencia a quinolonas mediada por plasmidos (el inglés: Plasmid-mediated quinolone resistance).
Plural: PMQRs

RAM: resistencia a los antimicrobianos

SNP: polimorfismo de nucledtido simple (del inglés: Single nucleotide polimorfism). Plural: SNPs

TA4CP: proteina de acoplamiento tipo IV (del inglés: Type IV coupling protein)

TA4SS: sistema de secrecion tipo IV (del inglés: Type IV secretion system)

TSD: duplicacion del sitio blanco (insercién) de una IS (del inglés: Target site duplication)

UT: unidad translocable. Plural: UTs

Vr-1: region variable 1 de un ICC1, correspondiente a la regién de casetes

Vr-2: regidn variable 2 de un ICC1, localizada entre ISCR1 y 3’CS2

WGS: secuenciacién de genoma completo (del inglés: Whole genome sequencing)

XDR: resistencia extendida a drogas (del inglés: extensive drug resistance)
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Introduccion

"No hay progreso ni desarrollo posible sin un conocimiento

profundo de las condiciones en que vive el pueblo."

- Ramon Carrillo
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Introduccidn - Enterobacterales

1 Introduccion

Seccion 1.01 Enterobacterales

Las bacterias pertenecientes al orden Enterobacterales, constituyen el grupo de bacterias
con mayor impacto en la salud publica. Son reconocidas por el gran impacto que tiene su biologia
celular y molecular, estructura y funcion de genes en la patogenicidad microbiana. El orden
Enterobacterales se encuentra clasificado dentro del dominio Bacteria, filo Proteobacteria y clase
v-Proteobacteria. Las familias incluidas dentro de este orden fueron modificadas recientemente
gracias a estudios realizados por secuenciaciéon masiva de nueva generacion (NGS). Las familias
incluidas actualmente son: Budviciaceae, Enterobacteriaceae, Erwiniaceae, Hafniaceae,
Morganellaceae, Pectobacteriaceae y VYersiniaceae. Las bacterias pertenecientes a
Enterobacteriaceae son Gram negativas, bacilos anaerobios facultativos que no forman esporas.
En esta familia se incluyen géneros de patdgenos conocidos, por ejemplo: Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Salmonella y Shigella. *

Por otra parte, otros géneros de aislamientos clinicos incluidos en esta tesis, como
Proteus, Morganella y Providencia, que son patdégenos humanos oportunistas, antiguamente
pertenecian a la familia Enterobacteriaceae, pero actualmente estan incluidos en la familia
Morganellaceae. Las bacterias de esta familia son Gram negativas y dan resultados negativos
para las pruebas de oxidasa, arginina decarboxilasa y Voges—Proskauer.?

Seccidén 1.02 Resistencia a los antimicrobianos

El descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming en 1928 revoluciond la medicina
moderna, brindando una oportunidad para el tratamiento de las infecciones bacterianas y
permitiendo asi salvar millones de vidas. Desde ese momento y gracias al extenso uso de diversas
drogas antimicrobianas, las bacterias fueron adquiriendo la capacidad de resistir a una amplia
variedad de agentes que podrian impedir su crecimiento.?, 3 En su mayoria, los antimicrobianos
son producidos naturalmente por hongos y bacterias que coexisten compartiendo nichos
ecolégicos entre si, por lo que desarrollan mecanismos de resistencia a esos mismos compuestos
para poder subsistir.2 El desarrollo de resistencia ocurre a nivel genético, ya sea por mutaciones
o por adquisicién de nuevos genes de resistencia a través de mecanismos de intercambio
genético. La evolucion de la resistencia a los antimicrobianos (RAM) se acelera por el uso excesivo
y mal uso de antibidticos en medicina, veterinaria y sectores agricolas ya que generan un
aumento en la presion de seleccion.* La RAM resulta en una reduccion de la eficacia de las drogas
conocidas para el tratamiento de las infecciones bacterianas, aumentando los costos y limitando
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las opciones de tratamiento. El impacto es mayor en los pacientes mas vulnerables, dando como
resultado una mayor morbilidad y mortalidad.®

Las estadisticas muestran que la RAM representa actualmente una amenaza para la salud
publica, proyectando que para el 2050, se perderan 10 millones de vidas al afo, ocasionando un
gasto anual de 100 trillones de ddlares, si no se toman medidas al respecto.® Con estas
perspectivas, las infecciones bacterianas ya no podran tratarse con los antibidticos disponibles,
o deberan utilizarse alternativas que estaban en desuso debido a su toxicidad (como sucede
actualmente con el uso de las polimixinas).>37

Existe un consenso establecido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para definir
categorias de los diferentes fenotipos de RAM. Se establecié que, un aislamiento bacteriano tiene
multirresistencia (MDR) cuando es no sensible a, al menos, un antibidtico de cada una de 3 o mas
familias de antibidticos. En cambio, el aislamiento tiene resistencia extendida (XDR) cuando es
resistente a, al menos, un antibidtico en todas las familias de antibidticos, excepto una o dos. Por
ultimo, un aislamiento tiene panresistencia (PDR), cuando muestra no sensibilidad a todos los
antibidticos de uso clinico. En estas definiciones no se tienen en cuenta las resistenciasintrinsecas
naturales de los aislamientos. > 8

El incremento de la RAM es una amenaza para la salud publica a nivel mundial. Los
mecanismos que generan RAM en una bacteria se resumen en la Figura 1. Existen dos formas por
las cuales los diferentes mecanismos de RAM pueden diseminarse entre las bacterias: a) la
transmision vertical, que involucra la herencia del material genético total en las dos células hijas
que provienen de la division de una célula madre (no se abordard en esta tesis), y (b) la
transferencia horizontal de genes, que consiste en el movimiento de parte del material genético
entre células que no provienen de una misma célula madre, o que incluso pueden ser de distinta
especie, género, familia, orden, etc. y que se detalla a continuacién. °
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Figura 1. Mecanismos de RAM en bacterias. En esferas rojas se representan los antibidticos. Los mecanismos se
representaron codificados en plasmidos, pero pueden estar presentes también en cromosomas e incluyen: 1)
Disminucion de la concentracion intracelular del ATB: incluye disminucion permeabilidad (pérdida de porinas) y
adquisicion, o sobreexpresion de bombas de eflujo 2) Mutaciones en el sitio blanco de la droga, que no le permiten
gue se una al mismo o modificaciones en el ribosoma que impiden que el antibidtico se una al mismo e inhiba la
sintesis proteica; 3) Proteccidn del sitio blanco, 4) Modificacién o degradacidon enzimatica del antibidtico. Esquema
adaptado de referencia®

Seccion 1.03 Transferencia horizontal de genes y elementos
genéticos moviles asociados: bacteridfagos y plasmidos
(a) Transferencia Horizontal
La transferencia horizontal se puede dar mediante 4 mecanismos:

1) La transformacion, en la cual una célula en un estado fisiolégico denominado
competencia, capta ADN que se encuentra libre en el medio extracelular.1°

2) Un tipo especifico de transformacion, mediado por vesiculas que se liberan de la
membrana externa bacteriana (OMV, por outer membrane vesicles). Las OMVs son vesiculas
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esféricas de 50 a 250 nm de diametro, constituidas por una membrana de dos capas lipidicas,
que se producen naturalmente en bacterias Gram negativas, y que pueden transportar moléculas
de ADN. 1!

3) La transduccion, mediada por bacteriéfagos capaces de empaquetar ADN exdgeno de
una célula dadora y transferirlo a otra aceptora durante el subsiguiente ciclo de infeccion. Los
bacteriéfagos (o fagos) son una de las entidades biolégica mas abundantes y tienen el potencial
de transferir material genético entre diferentes bacterias. En estudios se demostré que pueden
encapsular plasmidos enteros (de tamafios de aproximadamente 30 kb) y a menor frecuencia,
fragmentos de ADN cromosdmicos, demostrando asi un enorme potencial para la adquisicién y
diseminacién de genes de resistencia a los antimicrobianos (RAM).1% 11

4) Por ultimo, la conjugacion, el mecanismo mas importante en la diseminacidn de genes
de RAM, en la cual el ADN se transfiere como un plasmido, a través del contacto célula-célula. 2

De estos cuatro mecanismos que incluye la transferencia horizontal de genes (EGMs), solo
los dos ultimos involucran elementos genéticos méviles. Actualmente se conocen unos pocos
ejemplos de diseminacion de genes de RAM mediada por transformacion, OMVs o transduccion,
mientras que la transferencia de estos genes mediada por plasmidos (conjugacion) constituye el
modo mas eficiente para la diseminacion de RAM.!! Los pldsmidos se encuentran tanto en
bacterias Gram positivas como en Gram negativas, y tienen tamafios que suelen variar desde una
kilobase hasta varias megabases.!3,'* Los plasmidos son elementos de ADN autoreplicantes y
heredables, en su gran mayoria circulares, y pueden incluir un sistema de conjugacién, en cuyo
caso se los denomina “pldsmidos conjugativos”.> Fueron los mayores responsables de diseminar
los genes de RAM entre diferentes especies bacterianas desde el principio de la era de los
antibioticos.® Estad descripto que pueden dar lugar a la transmision de genes de RAM entre
aislamientos de pacientes dentro de un hospital, producir epidemias y tener un rol fundamental
en la diseminacién mundial.?’,18

El proceso de conjugacidn consiste en el pasaje de un pldsmido de una célula dadora a
otra aceptora e involucra el pasaje de una sola cadena de ADN, que luego se replica para generar
ADN doble cadena en la célula aceptora. Para que este mecanismo pueda llevarse a cabo se
necesitan 3 componentes principales: el relaxosoma, que incluye el origen de transferencia (oriT),
una region del plasmido de aproximadamente 300 pb, donde comienza y termina el proceso de
conjugacion; la proteina de acoplamiento tipo IV (T4CP), y un sistema de secrecion tipo IV (T4SS)
(Figura 2). *°
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Figura 2. Mecanismo de conjugacion biparental. La proteina Mob (6valo rosa), también denominada relaxasa, estd
codificada en el plasmido y es esencial para la conjugacién. Junto con otras proteinas (circulos marrdn y naranja), Mob
se une al oriT, formando un complejo ADN-proteina denominado relaxosoma. Este complejo permite la relajacién del
superenrrollamiento del ADN plasmidico; Mob corta una de las cadenas en el sitio nic, localizado dentro del oriT, y
permanece unida al extremo 5’ de la cadena cortada. Cuando ocurre la replicacion del plasmido, TACP recluta al ADN
simple cadena a través de Mob, se acopla a T4SS, e impulsa la cadena de ADN simple cadena a través del mismo,
permitiendo la transferencia a la célula aceptora. A medida que el ADN simple cadena ingresa en esta célula, se
sintetiza la cadena complementaria, lo cual resulta en la célula aceptora con una copia completa del plasmido, es
decir, una transconjugante.®

El relaxosoma se considera el selector del sistema de conjugacién, confiriendo
especificidad a cada plasmido, ya que la relaxasa solo actua sobre el oriT del mismo sistema, pero
no sobre otros de plasmidos relacionados. Por esta caracteristica, algunos plasmidos que solo
poseen un oriT y el gen mob, se denominan “movilizables”, ya que pueden conjugar utilizando la
maquinaria de transferencia de otro plasmido que sea conjugativo y esté presente en la misma
célula.?®

T4CP es una proteina multimérica que tiene funciones muy especiales: es un motor
molecular y, ademas, conecta un complejo nucleo proteico (relaxosoma), con un sistema de
secrecidn de proteinas (T4SS), permitiendo la exportacién de ADN a través de este Ultimo.*®

T4SS es un complejo multiproteico, que incluye como minimo 10 proteinas, y en la
mayoria de los casos esta codificado en una region de 30 kb o mas. Este complejo incluye un poro
y un conducto de secrecidn, que atraviesa las membranas interna y externa de la célula dadora,
y ademads, un apéndice filamentoso denominado pilus, que permite que se produzca el contacto
directo entre las superficies de la célula dadora y la aceptora.”®
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(b) Clasificacion de plasmidos mediante grupos de incompatibilidad

Los plasmidos pueden funcionar como vectores que permiten la diseminacion de la RAM,
incluyendo genes de resistencia a B-lactamicos, aminoglicésidos, colistina, tetraciclinas,
cloranfenicol, sulfonamidas, trimetoprima, macrélidos y quinolonas. Existen plasmidos que,
dentro de la misma molécula, contienen genes que codifican para mecanismos de resistencia a
diferentes clases de antibidticos. Es por esta razon que identificar las caracteristicas de los
plasmidos y el fenotipo de resistencia que confieren en las diferentes bacterias hospedadoras
provee un conocimiento fundamental en el estudio de la multiresistencia a los antibidticos. Los
plasmidos con genes de RAM suelen tener un tamafio mayor a 50 kb, son conjugativos y ademas
tienen un control muy estricto del nimero de copias.?!

La portacion de plasmidos otorga ventajas evolutivas a sus huéspedes bajo ciertas
condiciones de presion de seleccidn, pero también implica un costo fisiolégico muy alto para la
célula, y tiempo para replicar el ADN extra. Es por esto que la relacidon que se genera entre el
plasmido y el hospedador puede pasar de parasitismo a mutualismo, dependiendo del contexto
ecoldgico. Algunos plasmidos también contienen sistemas toxina/antitoxina que impiden que las
células hijas no reciban una copia del pldsmido, asegurando su estabilidad.??

Los pldsmidos contienen replicones (minimo fragmento de ADN que asegura la
replicacion), el cual consiste en un origen de replicacién (oriB), y proteinas iniciadoras de la
replicacién (Rep) que se unen al oriB y a sus factores de regulacién.?® Existe un fendémeno
denominado “incompatibilidad de plasmidos”, el cual consiste en la incapacidad de que dos
pldsmidos con el mismo replicdn coexistan en forma estable en la misma célula. Este fendmeno
se ha utilizado para clasificar a los plasmidos segun su grupo de incompatibilidad. Es decir,

plasmidos que comparten un mismo replicén, pertenecen a un mismo grupo de incompatibilidad.
21

Actualmente, los ensayos bioldgicos que se utilizaban para determinar el grupo de
incompatibilidad mediante el analisis de la coexistencia de dos plasmidos en la misma célula sin
presion de seleccidn, dejaron de realizarse y se reemplazaron por un sistema de tipificacion
molecular denominado Inc/rep. Este sistema, propuesto por Carattoli y col., 2% consiste en una
serie de ensayos de PCR disefiados para amplificar fragmentos de genes rep de diferentes grupos
de incompatibilidad. Mas recientemente, este sistema se actualizé para utilizarlo con secuencias
obtenidas por NGS, mediante una herramienta online denominada PlasmidFinder, especifica para
Enterobacterales. Esta herramienta permite identificar si entre las secuencias obtenidas por NGS
gue se desean estudiar, existe alguna secuencia que tenga alta identidad con las de los
amplicones incluidos en el sistema de identificacion de Carattoli, o de algunas variantes
adicionales de la base de datos de PlasmidFinder. 2! Cabe recalcar que este sistema se basa en
identificacion de secuencias y no en experimentos biolégicos que demuestren
compatibilidad/incompatibilidad de replicones. Por esta razén actualmente se utiliza el término
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“replicon” en vez de “grupo de incompatibilidad”.?> Con la disminucién del costo de la NGS, y el
consecuente incremento en la cantidad de secuencias de plasmidos disponibles en las bases de
datos, se volvio mas sencillo analizar la relacion genética entre diferentes plasmidos mediante
herramientas bioinformaticas. Es por esto que cuando se desea clasificar el replicon de un
plasmido en estudio, ya no se considera necesario realizar los ensayos biolégicos de confirmacion
de compatibilidad. ?°

La ventaja de clasificar los replicones de los plasmidos en estudio, es que se pueden
“rastrear” y trazar un recorrido epidemioldgico de los plasmidos asociados al mismo grupo Inc, e
incluso, identificar si se describiéo como un plasmido epidémico y su asociacion a diferentes genes
de RAM.?* La base de datos de pldsmidos bacterianos denominada PLSDB, obtenida a partir de la
informacién del National Center for Biotechnology Information (NCBI), constituye una excelente
herramienta para esos analisis, ya que permite filtrar las secuencias por las caracteristicas del
plasmido (tamafio, taxonomia y topologia).?®

Dado que la informacidn sobre las caracteristicas de los diversos grupos de replicones es
muy extensa, se describirdn brevemente los rasgos mas importantes de los grupos de
incompatibilidad que son pertinentes para entender los resultados obtenidos en esta tesis.

Hasta la fecha existen diversos grupos de incompatibilidad de plasmidos: A, B, C, D, E, F,
FI, FIl, Flll, FIV, H, I, 13, 12, Ic, Id, If, J, K, M, N, P, T, V, W y X. Los grupos de incompatibilidad F, |, A,
C, L, Ny H son los que portan mayor variedad de genes de RAM. 2>

(i) Plasmidos del complejo A/C

Los plasmidos del grupo de incompatibilidad A y C fueron los primeros asociados a genes
de RAM en bacterias gran negativas.?’ Inicialmente se identificé al grupo C, pero luego se
combind con el grupo A, ambos compatibles y relacionados. Hace pocos anos, se sugirié dividirlos
en dos: A/C1y A/C,, segun diferencias encontradas entre ellos que representaban cientos de afios
de evolucién independiente entre los dos grupos. Actualmente, el grupo A/C; se considera C, y
se dividié en grupos tipo 1y 2, siendo el primero de muy baja prevalencia, mientras que el grupo
A/C1 se consider6 como grupo A. Se encontraron plasmidos C, en diferentes aislamientos
bacterianos, recuperados de humanos, bovinos, porcinos, peces y aves de corral.?’ Si bien en se
propuso denominar conjuntamente a todos estos grupos como “complejo A/C” en esta tesis, se
consideraran como grupos separados, ya que concuerda con la ultima modificacién de la base de
datos de PlasmidFinder (1 de otubre de 2019) para este grupo de pladsmidos. 1

Estos pldsmidos son grandes, con un esqueleto bdsico de aproximadamente 128 kb, que
contiene mas de 120 marcos de lectura abiertos (ORFs, por Open Reading Frames). Estos ORFs
corresponden a genes requeridos para la replicacion, conjugacién, transferencia (tra),
metabolismo del ADN, particidén, sistema toxina/antitoxina, y algunos ORFs de funcién
desconocida. Los pldasmidos de los grupos C contienen rio arriba del gen repA, un gen mob que es
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esencial para conjugacion. Los genes tra se identificaron por homologia con otro sistema de
conjugacion, pero no se estudiaron en profundidad. Los plasmidos C; suelen contener una islade
genes de RAM en un sitio especifico, portando algunos de los primeros genes de RAM descriptos
(sul2, strAB, tet, y/o floR), flanqueados por secuencias de insercién (ISs) muy asociadas a la
diseminacién de genes RAM, como IS26 e ISCR2. La diseminacidn de esta isla es de tal magnitud
que algunos autores la consideran parte del esqueleto basico del pldsmido. ** 2> La cantidad de
plasmidos Ay C que existen en la PLSDB hasta la fecha se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Cantidad de plasmidos por grupo incluidos en PLSDB (diciembre 2022).

Grupo de Cantidad en PLSDB
plasmidos
Al 26
u 38
M 126
L 199
R 444
N 515
c1 518
| 935
HI2/HI2A 958
X 960
F 5610*

*La mayoria con mas de un replicon F.

(i) Plasmidos F

El primer vector que se describié con la capacidad de transferirse horizontalmente,
consistid en un plasmido de 100 kb encontrado en Escherichia coli, que se utiliz6 como modelo
para estudiar la conjugacién. Se lo llamoé “plasmido F” o “Factor F”, en alusién a la palabra
fertilidad, y los plasmidos relacionados a este se incluyen en un grupo denominado “F”. Estos
pldsmidos también fueron de los primeros que se describieron asociados a genes de RAM en
Enterobacterales. * 22 En general, tienen un esqueleto bésico de 60 kb, con los genes de
trasferencia en la parte mas conservada. Los genes involucrados en la formacién del pilus de los
plasmidos F se estudiaron en profundidad. # El esqueleto basico de los plasmidos F contiene un
gen altamente conservado s/t, que codifica para una transglicosilasa litica que puede degradar
localmente el peptidoglicano, facilitando el ensamblaje del sistema T4SS en la envoltura celular.
Rio abajo de ese gen, se localizan el oriT y los genes del T4SS. La mayoria de estos plasmidos
también se caracteriza por tener el gen de inhibicion de la conjugacién finO delecionado por una
IS. Por esta razén, los plasmidos F tiene una alta tasa de conjugacién. 14 28

Los plasmidos F contienen un sistema toxina/antitoxina de mantencién adicional, cuya
toxina se activa en el momento de la divisidn celular eliminando a la bacteria que no posee el
plasmido.
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Existe mucha variabilidad entre los genes del esqueleto basico de los plasmidos del grupo
F, los cuales se intercambian entre si, generando mosaicos y diferentes combinaciones, que
hacen que la clasificacion del grupo sea compleja. 28 Se describieron varios replicones, que
originariamente se definian por los subgrupos de Fl a FVII.

La replicacién de los plasmidos F se lleva a cabo por varios mdédulos de replicacién, de los
cuales RepFIA es el principal. Este mddulo permite que los plasmidos del grupo F se mantengan
en solo una copia por célula. El iniciador de la replicacion FIA RepE es necesario para separar las
hebras de ADN vy reclutar a las proteinas del huésped. Esta secuencia se encuentra flanqueada
por iterones, que son regiones directas repetidas de 19 pb, ricas en A-T, y cajas de DnaA (oriS).
RepE se une como dimero a sitios de un operador que reprime la transcripcion y previene el inicio
de la replicacién. Para que se inicie la transcripcion se requiere que se monomerice por una
chaperona. Cuando el niumero de copias es bajo, el mondmero RepE se une a los iterones e inicia
la transcripcién. Los plasmidos F también pueden contener otro mddulo de replicacidn, RepFIB,
gue contiene el gen repB, cuyo producto proteico puede mantener la replicacidon en ausencia del
primer modulo RepFIA. El tercer mdédulo de replicacion que se puede encontrar en los plasmidos
F es el RepFll (previamente denominado RepFIC), pero este mddulo no es funcional, ya que tiene
interrumpido el gen repA por un Tn1000. Existen algunos plasmidos similares a los del grupo F,
en los cuales se observé un médulo RepFll funcional.?®

Es bastante comun encontrar plasmidos F con multiples replicones, por ejemplo, con las
combinaciones FIIA - FIC y FIA - FIB. 14 Esta situacion también se ve reflejada en la base de datos
PLSDB, en la cual el grupo F es el mds abundante, con 5610 secuencias incluidas a diciembre
2022), la mayoria de ellas con mas de una replicon F (Tabla 1).

(iii) Plasmidos HI

Los plasmidos HI generalmente son mayores a 200 kb, por esta razén se incluyen dentro
de los plasmidos de mayor tamafio. Estos plasmidos suelen llevar genes de resistencia a las
qguinolonas, aminoglucdsidos, tetraciclinas, carbapenemes, cloranfenicoles y fosfomicina,
ademads de resistencia a los metales pesados como mercurio, cobre, iones de plata, telurito,
arseniato y arsenito. 4

Estos pldsmidos se caracterizan por tener multiples replicones, varios son especificos del
grupo HI, pero otros son muy similares a algunos observados en el grupo F. ?° Inicialmente,
mediante hibridacidon de ADN, analisis de restriccidn y ensayos de incompatibilidad, los plasmidos
HI se habian clasificado en tres subgrupos, denominados HI1, HI2 y HI3. Los subgrupos HI1y HI2,
tenian en comun el replicon repHI1A, responsable de la incompatibilidad entre ambos subgrupos.
En cambio, repHI1B se encontrd solo en plasmidos HI1, que también tenian un replicon similar a
repFIA, responsable de la incompatibilidad entre HI1 y el grupo F. El replicén repHI2 es exclusivo
de los plasmidos HI2. Sin embargo, luego de esta clasificacidn inicial, se describieron otros
plasmidos HI, con variantes de los replicones previamente reportados, como pNDM-MAR, que
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contenia replicones similares a repHI1B y repFIB, y pNDM-CIT, con un replicon similar a repHI1A
y una nueva variante de repHI/1B, distinta de la encontrada en pNDM-MAR. Cabe destacar la
importancia de este ultimo plasmido, de 267 kb, ya que contenia blanpwm-1, blactxm-1sy gnrB1, junto
con otros genes de RAM.3° Dado a que, en ese momento la clasificacion de los pldsmidos HI se
habia tornado muy confusa, se realizaron analisis filogenéticos de sus genes core concatenados
(principalmente rep y las regiones trh), incluyendo nuevos plasmidos descubiertos
recientemente, lo cual resulté en una nueva clasificacién en 5 subgrupos: HI1 a HI5 (Tabla 2). En
esta tesis, se usara esta nueva propuesta.?’

Los plasmidos HI1 y HI2 tienen un esqueleto basico muy similar, observandose gran
identidad entre proteinas esenciales equivalentes. En ambos subgrupos, los genes implicados en
la conjugacién se encuentran en dos regiones separadas: Tral (o Trh1), que contiene el oriT y los
genes que codifican para los componentes proteicos del relaxosoma y algunos componentes del
T4SS, y Tra2 (o Thr2), que contiene los genes que codifican para el resto de los componentes del
T4SS. ¥ Una caracteristica particular radica en que la sintesis éptima del pilus ocurre entre los 22
y los 30°C, y aunque el pilus permanece estable a los 37°C, a esta temperatura se inhibe la
formacion del agregado de proteinas necesario para la conjugacion. La optimizacion de este
sistema de conjugacién a temperaturas de 22 a 30°C podria ser muy util para la diseminacion de
los plasmidos HI1y HI2 en el ambiente. 14 3! En PLSDB, existen 958 pldsmidos identificados dentro
de los subgrupos HI (Tabla 1).

Tabla 2. Subgrupos de plasmidos HI definidos segtin la combinacién de replicasas. Se muestran las dos clasificaciones
principales de subgrupos Hl.

Distribucion de los genes de replicasas segtn los grupos de pldsmidos HI

Subtipo Genes de replicasas, segun la Genes de replicasa, segun la Plasmidos
de HI clasificacion previa nueva clasificacion representativos
HI1 repHI1A+repHI1B+repFlA-like repHI1A+repHI1B+repFlA-like R27
pEQ1
pHCM1
p0O111_1
HI2 repHI1A+repH|2 repHI2A+repHI2C R478
pAPEC-O1-R
pKST313
pP10164-2
pT5282-mphA
p112298-catA
HI3 repHI1B-like+repFIB-like repHI3B+repFIB-like pNDM-MAR
pPKPN1
pPMK1-NDM
PENVA
Hi4 repHI1A-like+repHI1B-like* repHI4A+repHI4B pNDM-CIT
pF8025
pPSP-75c
pPSP-a3e
HI5 repHI1B-like**+repFIB-like repHI5B+repFIB-like pKOX-R1
pKpNDM1
pYNKPOO1-dfrA
* Variante distinta a las observada en los subgrupos HI3 y HI5. ** Variante distinta a las observada en los subgrupos

HI3 y HI4.

24



Introduccidn - Transferencia horizontal de genes y elementos genéticos méviles asociados: bacteriéfagos y
plasmidos

(iv) Plasmidos del complejo |

En el complejo de plasmidos I, se incluyen los tipos 11 (la), ly, B/O, K, y Z*¢ ya que sus pili
tienen morfologias, y producen serologias, muy similares entre si. 14

Una particularidad que existe en los plasmidos de este complejo, es que generan dos pili:
uno grueso, codificado por los genes tra, y otro fino, codificado por los genes pil, que
aparentemente estabilizan el sistema de conjugacion en medios liquidos, pero no en superficies
solidas. Ademas, los plasmidos 11, ly y algunos otros de este complejo, contienen una region
shufflon, compuesta por el gen rci, que codifica para una recombinasa, y una zona adyacente que
contiene secuencias repetidas de 19 pb denominadas sfx, las cuales separan segmentos que
contienen ORFs parciales. Esta regién con sfx se superpone con pilV, que codifica para una
adhesina localizada en la punta del pilus delgado. Mediante recombinaciones entre las
secuencias sfx, mediadas por la recombinasa Rci, se producen rearreglos y deleciones en pilV,
causando diferentes variantes en el extremo C-terminal de la proteina PilV. Estas variantes
resultan en diferentes eficiencias de conjugacién y/o de produccion de biolfilm y adherencia. 14

(V) Plasmidos Ly M

Los plasmidos de los grupos L y M se habian agrupado como L/M, hasta que Carattoli y
col. propusieron su separacion.?? Tienen amplio rango de hospedador, siendo la mayoria
Enterobacterales. Contienen genes de RAM y tienen una region de replicacidn conservada con
tres genes: repA (codifica para la proteina de iniciacién), repB y repC que tienen funciones
reguladoras. Los genes de conjugacidn se encuentran en una gran region extensa, denominada
tra, y una menor, denominada trb. Actualmente, los grupos L y M se consideran como tres
grupos: L, M1, y M2, por sus diferencias en la relaxasa (traX), y en los genes traY y excA.33
Actualmente la base de datos del PlasmidFinder contiene 3 referencias que permiten discriminar
correctamente los plasmidos de estos tres grupos. 14

En PLSDB existen a la fecha 199 secuencias catalogadas dentro del grupo L, 65 enel M1y
61 del M2 (Tabla 1).

En PLSDB existen a la fecha 935 secuencias catalogadas dentro del grupo | (Tabla 1).

(vi) Plasmidos N

Los plasmidos N son conjugativos y relativamente pequefios y uno de los mas
frecuentemente encontrados en Enterobacterales de muestras de origen animal y humano.
Tienen amplio rango de hospedador, asociados con diferentes genes de RAM, en especial con
blactx-m-1. ** 3% Se observd que suelen estar presentes en la microbiota de los animales de
consumo, por lo que podrian ser un reservorio y potencial diseminador de genes de RAM a través
de la cadena alimentaria.?*
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La region de conjugacién de los plasmidos N se compone de dos partes, una codifica para
funciones de exclusidn del ingreso del plasmido a la célula y para los componentes del pilus, y la
otra contiene el oriT y algunos genes tra. Ambas regiones estan separadas por un gen fipA, que
codifica para una proteina que inhibe la conjugacion de un plasmido P1 corresidente, por lo cual
es poco frecuente la coexistencia de pldsmidos de estos dos grupos. Los esqueletos basicos de
los plasmidos N estan bien conservados, y suelen tener integrones de clase 1 complejos rio arriba
del gen de la resolvasa, resP, y otras inserciones dentro o cerca del fipA. 1* Estos plasmidos se
dividen en 3 subgrupos: N1 al N3. El replicdn de los plasmidos del subgrupo N1 es diferente al de
los plasmidos del subgrupo N2, mientras que la replicasa de los plasmidos N2 es 80% idéntica a
la de los pldsmidos N3.14

En PLSDB existen 515 entradas de plasmidos clasificados como N hasta la fecha (Tabla 1).

(vii) Plasmidos R

El primer plasmido R descripto fue pK245, portador de gnrS1. Para la identificacion de
este grupo, se utiliza como blanco el gen de la replicasa, repB. Sin embargo, los plasmidos que
solo contienen repB no son conjugativos, debido a la pérdida de los genes tra, y la ausencia de
relaxasas. Esto podria explicar la razén por la cual los plasmidos del grupo R con repB, suelen
tener replicones adicionales, como FlI(K), A, C u otros genes rep no identificados. De hecho, el
plasmido pK245 también contiene un replicon adicional, similar a Fll. Por esta razén, algunos
autores consideran que el grupo R no deberia considerarse como un grupo per se.

En PLSDB existen hasta la fecha 444 secuencias asignados a este grupo, pero la mayoria
también contiene replicones de otros grupos, siendo el F el mas abundante (Tabla 1).

Finalmente, es importante recalcar que existen plasmidos que contienen mas de un
replicon, como ya se describié para los grupos F, Hl y R. Mas aun, en el grupo F, ademas de
diferentes variantes de un replicon perteneciente a este grupo, se encontraron plasmidos en
forma de cointegrados, con un replicdn F coexistiendo con otro 11, o N.

(viii) Plasmidos U

Los grupos definidos inicialmente como IncG/IncP-6, se juntaron posteriormente con el
grupo U, ya que se demostré incompatibilidad con este ultimo. Los plasmidos del grupo U tienen
un amplio rango de hospedador, incluyendo a-, B- y y-proteobacterias, y bajo nimero de copias,
con un rango de tamano de 29 a 60 kb. Suelen estar asociados a aislamientos provenientes del
ambiente, y el primero de este grupo se aislé de Aeromonas salmonicida. Se encontraron
plasmidos del grupo U con genes de resistencia a trimetoprima, cloranfenicol, ampicilina,
tetraciclinas, sulfonamidas, kanamicina y estreptomicina. 4 %

En PLSDB existen hasta la fecha sélo 38 secuencias provenientes de plasmidos asignados
a este grupo (Tabla 1).
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(ix) Plasmidos X

Los plasmidos X son generalmente de pequeno tamafio (30-50 kb), y se dividen en seis
subgrupos: X1 a X6. Son de rango de hospedador acotado y principalmente se encontraron en E.
coliy Salmonella. Precisamente, la adquisicidn de los plasmidos X en Salmonella Enteritidis se dio
mediante fagos y, probablemente, antes del amplio uso clinico de los antibidticos en la practica
clinica. 1*En PLSDB existen a la fecha 960 identificadas como grupo X (Tabla 1).

Seccién 1.04  Otros elementos genéticos mdviles

Ademas de los plasmidos y los bacteridfagos, existe una gran variedad de EGMs:
secuencias de insercion (ISs), transposones, sistema integron/casetes, elementos integrativos y
conjugativos (ICEs, por Integrative and conjugative elements), islas gendmicas, y elementos
transponibles con repeticiones invertidas, en miniatura (MITEs, por Miniature inverted repeat
transposable elements). Se detallan a continuacidn, aquellos que tienen mds relevancia en la
diseminacién de genes de resistencia, y en Enterobacterales. 14

(a) Secuencias de insercion: generalidades y clasificacion

Las ISs son segmentos de ADN que suelen tener de 0,7 a 2,5 kb. Contienen uno o dos
ORFs, que codifican para la enzima responsable de su transposicién (Figura 3). Esta enzima
denominada transposasa (TnpA), es una recombinasa que cataliza el clivaje de ADN vy la
transferencia de las hebras, permitiendo el movimiento de la IS a otro sitio del genoma. Algunas
veces, ademas de la transposasa, la IS puede contener proteinas reguladoras. En los dos extremos
delalS, se encuentran secuencias de 10 a 40 pb, repetidas e invertidas (IRs, por inverted repeats).
Por convencion, la IR localizada rio arriba de tnpA se escribe a la izquierda, y se denomina IRL
(por IR left), y consecuentemente, la IR localizada rio abajo de este gen se escribe a la derecha, y
se denomina IRR (por IR right). En la mayoria de los casos, la transposicidon genera una duplicacion
del sitio de insercién (TSD, por Target site duplication), lo cual resulta en la aparicion de
secuencias de unas pocas pb, directas y repetidas, que flanquean a la IS. Todas estas
caracteristicas corresponden a la gran mayoria de las ISs descriptas, pero a lo largo del tiempo se
fueron describiendo otras ISs con caracteristicas que ya no se ajustan especificamente a las
mencionadas aqui, y que hacen que la diferencia entre las ISs y otros EGMs sea cada vez mas
dificil de establecer. Por ejemplo, hay ISs con longitudes mucho mayores a 2,5 kb, o que
contienen varios genes no relacionados a la transposicidn. 14 3> Existe una base de datos para ISs,
denominada ISFinder, que permite analizar secuencias de ADN para determinar la presencia de
ISs que ya fueron caracterizadas, ademas de centralizar la informacidn disponible de estas
ultimas. Si bien esta base es extensa, se estima que sdlo representa una fraccion de las ISs
presentes en las bases de datos publicas. 3®
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Secuencia de insercion
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Figura 3. Componentes de una secuencia de Insercién. Se utiliza como ejemplo I1S26 con sus respectivos IRR e IRL; en
este caso, el TSD es de ocho pb.

Las ISs se pueden clasificar mediante dos caracteristicas. La clasificacién principal se basa
en la quimica de las reacciones que cataliza la TnpA para cortar y religar las cadenas de ADN
durante la transposicion, estableciendo dos categorias que se designan por los amino acidos
conservados en el sitio activo de la TnpA: DDE o DEDD, y HUH (dos residuos de histidina
separados por un aminodcido hidrofébico grande). 3°

La segunda clasificacion se basa en el mecanismo de transposicidn que realiza la
transposasa, y también establece dos categorias (Figura 4). En el mecanismo de transposicion
conservativo, la IS se escinde de la molécula dadora y se inserta en la molécula aceptora, con lo
cual el nUmero de copias de la IS es el mismo antes y después de la transposicion. En cambio, en
la transposicion replicativa, la IS se replica uniendo las moléculas dadoras y aceptoras, formando
un cointegrado, que luego se resuelve resultando en una copia de IS en cada molécula (queda
una copia adicional de la IS luego de la transposicion). ¥

Existen ejemplos, principalmente en bacterias Gram negativas, en las que una IS es capaz
de capturar y movilizar regiones adyacentes a su sitio de insercidn, que puede incluir uno, o mas,
genes de RAM. Ademas, algunas ISs incluyen un promotor fuerte que permiten la expresion del
gen capturado. ** Un ejemplo paradigmatico de estos casos es ISEcp1, que capturd el gen de
resistencia a quinolonas gnrE1, presente en el cromosoma de Enterobacter cloacae, y lo insertd
en un plasmido de Klebsiella pneumoniae, otorgandole también una secuencia promotora que
permite su expresion en la nueva localizacion plasmidica. 3®

El grupo de trabajo que desarrolld ISFinder clasificd a las ISs en 29 familias, con varias de
estas divididas en subgrupos, teniendo en cuenta diversas caracteristicas, como la quimica de la
transposicion, la longitud y secuencia de los IRs, o del TSD, la organizacién de los ORFs incluidos
en la IS, y la naturaleza de sus sitios blanco, entre otras. 3°
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Figura 4. Mecanismos de transposicion conservativa y replicativa. La IS se representa por un rectangulo celeste (los
IRs estan indicados por tridngulos negros). El triangulo verde indica el sitio de insercién y su correspondiente TSD. Las
flechas horizontales en el cointegrado indican el sentido de transcripcién de tnpA.

(b) Secuencias de insercion: la relevante familia IS26

La familia 1S26, previamente denominada 1S6, es la mas asociada a diseminacion de la
RAM, tanto en bacterias Gram negativas (IS26 y sus isoformas), como en Gram positivas (IS257 e
IS1216). Por esta razén, la familia 1S26 es el grupo mds estudiado.3’” Ademads de su rol en la
diseminacién de genes de RAM, las ISs de este grupo producen complejos rearreglos gendmicos
(deleciones, inserciones e inversiones) de fragmentos o regiones muy extensas del genoma, lo
cual tiene gran trascendencia en la evolucion de genomas (cromosomas y plasmidos).38

IS26 es la IS mas estudiada de esta familia. Consiste en un segmento de 820 pb, el cual
contiene sélo el gen tnp26 de 705 pb, que codifica para una transposasa del tipo DDE. Ademas,
contiene Irs de 14 pb idénticos, en cada uno de sus extremos, y en la transposicién genera un
TSD de 8 pb. Al igual que su homdlogo 1S257, contiene una caja -35 (TTGCAA) localizada a siete
pb de los extremos externos de cada uno de sus IRs. Esta propiedad es muy importante, ya que
si existe una caja -10 correctamente dispuesta en los fragmentos flanqueantes al sitio de
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insercion, se puede formar un promotor hibrido que permita la expresion de un gen localizado
adyacentemente al sitio de insercidn, como ocurre frecuentemente.3®

En el mecanismo de transposicion, Tnp26 cliva cadenas de ADN, dejando dos 3’-OH libres:
uno en el extremo externo del IRL, y otro en el del IRR. Ambos 3’-OH libres son los grupos
reactivos que realizan los ataques nucleofilicos en las cadenas de ADN del sitio de insercidn de
IS26 en la molécula blanco. Los préximos pasos pueden darse mediante dos mecanismos
diferentes de transposicion: un mecanismo replicativo, denominado copy-in, que depende de
Tnp26 y RecA, y un mecanismo conservativo, denominado targeted transposition, también
dependiente de Tnp26, pero independiente de RecA.*° Si la molécula blanco no tiene 1S26, solo
puede ocurrir el mecanismo copy-in, mientras que si hay una, o mas, copias de I1S26 en la
molécula blanco pueden ocurrir ambos mecanismos, pero la frecuencia de targeted transposition
es 1000 veces mayor que la de copy-in (Figura 5).4°

Transposicién Intermolecular

En la molécula T
dadora (cromosoma
o plasmido) {  Transposicion Intramolecular

/ existe 1 copia de —
1S26

"Copy-in"

(replicativo)

La molécula blanco \ En la molécula j—
no contiene 1S26 dadora (cromosoma
o plasmido)

1526 existen 2 o mas
copias de 1S26
Presenteen la
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cromosoma,
plasmido o unidad
translocable

i Transposicion de pseudo-
Targeted _ {  transposén compuesto
transposition” -Tnp26 dependiente

-RecA independiente

(conservativo)

La molécula blanco
contiene 1 0 mas
copias de 1S26

Figura 5. Mecanismos de transposicion de IS26.

La transposicion replicativa de 1526 (copy-in) puede ocurrir en forma inter o
intramolecular. Cuando existe sdlo una copia de 1S26 en la molécula dadora, el proceso se
denomina “cointegracion replicativa cldsica”. En este caso, si la transposicidon ocurre entre dos
moléculas diferentes (transposicién intermolecular), el proceso de replicacién genera un
cointegrado, que contiene las dos moléculas, separadas por dos copias de 1S26 localizadas en el
mismo sentido, y por TSD (flechas blancas en la Figura 6). Este cointegrado puede resolverse
mediante recombinacién homodloga, mediada por RecA, dando como resultado la molécula
dadora original (plasmido o cromosoma), y la molécula blanco con una copia e 1S26 y su TSD
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(Figura 6). En cambio, cuando la transposicidén ocurre de manera intramolecular, es decir dentro
de la misma molécula de ADN, ocurre una delecidn, o una inversion, de la regién de ADN
localizada entre la IS26 y su sitio blanco (linea roja discontinua en la Figura 7). Si el ataque
nucleofilico de cada extremo 3’-OH libre se produce sobre la misma cadena de ADN, la
transposicién se denomina “cis”, y la molécula sufre delecién. En cambio, si dicho ataque ocurre
sobre la cadena opuesta, la transposicidon se denomina “trans”, y genera una inversion.38

molécula blanco L. molécula blanco cointegrado molécula blanco
g clivajey e
7 N, transferencia 7N
N0 4 de hebras replicacion recombinacién Q t}”
1 2 = = = 0 0
1 2
molécula dadora molécula dadora molécula dadora

IS26 ® 30H B SecuenciasﬂAanqueantes dg I\a{ } Sitio blapcoysu TSD (8 pb),{antes
IS26 que realiza la transposicion 7 y después de la transposicion

Figura 6. Cointegracion replicativa clasica. Las flechas con linea punteada indican los ataques nucleofilicos y las flechas

blancas muestran el sitio blanco y su TSD (8 pb), antes y después de la transposicién, respectivamente. Esquema
adaptado de referencia *°.

delecidén b4

57
-2
sl ]

T

inversion

526 ® 30H 1) Secuencias flanqueantes de la} 0 Sitio blapcoysu TSD (8 pb?,{antes
IS26 que realiza la transposicion 7y después de la transposicion

Figura 7. Transposiciéon intramolecular. Las flechas con linea punteada indican los ataques nucleofilicos y las flechas

blancas muestran el sitio blanco y su TSD (8 pb), antes y después de la transposicién, respectivamente. Esquema
adaptado de referencia °.
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Cuando existen dos, o mas, copias de IS26 en la molécula dadora, al menos dos de ellas
en la misma orientacién, también puede ocurrir transposicion replicativa, que en este caso se
denomina “cointegracidn replicativa por un pseudo-transposén compuesto”. En este caso, las
dos copias de IS26 localizadas en el mismo sentido, flanquean un segmento de ADN (marcado en
verde en la Figura 8), que puede contener genes de RAM.38

El atague nucleofilico se produce de la misma manera que se describié anteriormente:
cuando se produce la replicacion y se forma el cointegrado, se genera una copia adicional de 1S26,
lo cual resulta en tres copias localizadas en la misma orientacion. El cointegrado se puede
resolver por recombinacién homadloga entre dos de las tres copias de 1S26. Dependiendo de
cudles sean los pares de IS26 que recombinen entre si, pueden ocurrir dos alternativas. Primero,
se regenera la molécula dadora pero con una sola copia de 1S26, mas la delecidn del segmento
de ADN localizado originalmente entre ambas copias de 1S26, y el pseudo-transposén se
transfiere a la molécula blanco (Figura 8). La segunda alternativa, es que se regenere la molécula
dadora con la estructura idéntica a la original y que se obtenga sélo una copia de 1S26 en la
molécula blanco.3% 4°

molécula blanco

molécula blanco molécula blanco integrad -
. cointegrado e
Py clivajey e & AN,
. % transferencia { I 10 7?’
g de hebras ) ‘58{»’/ replicacion ¥ recombinacién Vi
1% |/
M = = 3 = ] )
1 2 i
/o io
=%,
molécula dadora molécula dadora molécula dadora
31526 o 30H » Secuencias flanqueantes de la ¢ Sitio blanco y su TSD (8 pb), antes . Secuencias - Fragmento interno del
1S26 que realiza la transposicién 7y después de la transposicion flanqueantes internas pseudo-transposén
compuestos que puede portar
genes de RAM

Figura 8. Transposicién de un pseudo-transposén compuesto. Las flechas con linea punteada indican los ataques
nucleofilicos y las flechas blancas muestran el sitio blanco y su TSD (8 pb), antes y después de la transposicion,
respectivamente. Para la resoluciéon del cointegrado, solo se muestra una de las dos posibles recombinaciones
homodlogas entre copias de I1S26, que resulta en la transferencia del pseudo-transposén compuesto a la molécula
blanco. Esquema adaptado de referencia *°.

Se demostré en diferentes trabajos, que 1S26 también puede transponer en forma
replicativa, mediante un intermediario circular que se denomina “unidad translocable” (UT). Las
UTs se pueden generar de dos maneras, la primera consiste en una recombinacién homéloga
entre dos copias de 1S26, mecanismo independiente de Tnp26 Figura 9A), y la segunda, en la
transposicién intramolecular de 1S26 en cis (Figura 9B).38
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Figura 9. Mecanismos de generacion de unidades translocables. Las flechas con linea punteada indican los ataques
nucleofilicos. A) Recombinacion homodloga (RecA-dependiente) entre dos copias de 1S26 localizadas en el mismo
sentido. B) Transposicion intramolecular de 1S26 en cis (RecA-independiente). Las flechas blancas muestran el sitio
blanco y su TSD (8 pb), antes y después de la transposicion, respectivamente. En ambos casos, la transposicion de la
UT resulta en un cointegrado, que es un pseudo-transposén compuesto insertado en la molécula blanco, pero con
secuencias flanqueantes internas diferentes, dependiendo del mecanismo que genera la UT. Las flechas verdes

muestran el sitio de insercion de las Uts, y sus TSDs (8 pb), antes y después de la transposicion, respectivamente.
Esquema adaptado de referencia *.

La transposicion conservativa de 1S26 (targeted transposition) es independiente de RecA,
pero dependiente de Tnp26 y para que ocurra, debe existir al menos una copia de 1S26 en la
molécula blanco. Si bien este mecanismo estd bastante estudiado, aun no se dilucidd
completamente. Aunque las reacciones de desplazamiento e intercambio de cadenas de ADN son
especificas para este tipo de transposicion, el resultado final es el mismo que el que se obtendria
si ocurriera una recombinacion homoéloga entre las copias de 1S26. Es decir, se genera un

cointegrado de las moléculas dadora y blanco, sin que ocurra ninguna duplicacién de secuencias
(Figura 10).3%40
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EX 1526 ¢ 30H 1§ Secuencias flanqueantes de 0 Secuencias flanqueantes de 1S26
la 1S26 en la molécula dadora en la molécula blanco.

Figura 10. Mecanismo de targeted transposition(no replicativo). El esquema, adaptado de referencia °, solo muestra
el resultado final (cointegrado) de todo el proceso de transposicién.

Es importante agregar que, cuando la molécula blanco posee una, o0 mas, copias de 1S26,
se observo que las copias adicionales generadas por transposicion replicativa se localizan en las
proximidades de aquellas ya existentes. Los mecanismos responsables de este hecho, aln no
dilucidados, explicarian la formacién de arreglos o clusters de genes flanqueados por copias de
IS26 que resultan en regiones ricas en genes de RAM cuando se involucra una alta presién de
seleccion. Estos arreglos de genes de RAM flanqueados por 1S26 se han denominado /526-
bounded resistance gene clusters, y tienen gran relevancia en la epidemiologia de la RAM. 3% 40

(c) Transposones

A partir de las ISs, el siguiente nivel de mayor complejidad estructural de los elementos
transponibles esta conformado por los transposones compuestos. Estos elementos estdn
constituidos por dos copias de una misma IS (o dos ISs muy similares), separadas por un segmento
de ADN que puede contener diversos genes (Figura 11). Esta estructura puede transponer como
una sola unidad, y si el segmento de ADN contiene genes de RAM, participar activamente en su
diseminacion. Los ejemplos mas conocidos de transposones compuestos asociados a RAM son el
Tn5 y el Tn10, que contienen genes que confieren resistencia a kanamicina y tetraciclina,
respectivamente. Cabe aclarar que los pseudo-transposones compuestos generados por IS26 no
se consideran transposones compuestos, ya que su transposicion ocurre mediante los
mecanismos especificos descriptos en el apartado anterior, incluyendo la generacion de Uts. Por
esta razén, se los denomind como pseudo-transposones compuestos. 14
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Figura 11. Estructura de un transposdn compuesto. Las ISs pueden estar localizadas en el mismo sentido, o en sentidos
opuestos.

El nivel de mayor complejidad estructural y funcional de los elementos transponibles
corresponde a los transposones unitarios (por Unit transposons), que incluyen a la familia Tn3
(con la subfamilia Tn21) y al Tn7, y sus transposones relacionados. De todos estos grupos, la
familia Tn3 es la mas relevante para los fines de esta tesis. Esta familia es extensa y muy diversa,
en cuanto al tamafo y secuencia de sus miembros, pero homogénea con respecto a sus funciones
de transposicidn, codificadas en los genes tnpA (transposasa) y tnpR (resolvasa). En forma similar
a I1S26, la transposicidon es replicativa, y se produce mediante el mecanismo de copy-in, lo cual
contribuyd fuertemente a la proliferacion y el éxito evolutivo de los transposones de esta familia.
Brevemente, la replicacién del transposdn ocurre durante la integracion al sitio blanco y se
genera un cointegrado intermediario en el cual las moléculas dadora y blanco estan fusionadas
por dos copias del transposén, localizadas en el mismo sentido. Luego, la resolvasa (una
recombinasa sitio-especifica) resuelve el cointegrado mediante recombinacion entre las dos
copias del transposdn, en un sitio especifico denominado res (resolution site) 41,42,

IRR blaTEM-1 tnpR tnpA IRL

Tn3
Genes pasajeros Resolucion Transposicion
(core)

Figura 12. Estructura del Tn3. La linea gris representa la secuencia del Tn3 (4957 pb; nimero de acceso de GenBank:
V00613). Los genes se representan con flechas horizontales, en orientacion directa por encima de la linea gris y en
orientacién opuesta por debajo. Con barras horizontales rojo oscuro se sefialan los IRL e IRR de los extremos del
transposon. Los tres modulos (Transposicidn, Resolucion y Genes pasajeros) que caracterizan a los miembros de la
familia Tn3 se indican con recuadros rosa, celeste y verde respectivamente.
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El Tn3 es el arquetipo de la familia Tn3, y estd compuesto por los tres mdédulos que
caracterizan la estructura de los miembros de esta familia, y que constituyen un sistema
altamente versatil de plasticidad gendmica, permitiendo el ensamblado y reordenamiento de
genes. Estos médulos incluyen: el médulo core de transposicidon (tnpA), que es el que caracteriza
la movilidad de esta familia; el médulo de resolucion del cointegrado (tnpR vy sitio res), y el
modulo de genes pasajeros, que solo contiene blatem-1 en el Tn3, pero puede incluir varios genes
de RAM (resistencia multiple), e incluso otros genes que confieren nuevas capacidades
metabodlicas (Figura 12). Algunos miembros de la familia Tn3 solo contienen el mddulo de
transposicidn, en una estructura muy similar a las de la mayoria de las ISs (IRL-tnpA-IRR).*%42

Dentro de los transposones derivados del Tn3, es necesario destacar el Tn1331, ya que,
ademas de blarem-1 propio del Tn3, contiene los genes blaoxa-s (B-lactamasa de espectro ampliado,
como blatem-1), aadA y aac(6’)-1b, que confieren resistencias adicionales a aminoglicdsidos:
estreptomicina, espectinomicina, amicacina, kanamicina y tobramicina (Figura 13).43

aac(6’)-1b blaOXA-9  blaTEM-1

IRL tnpA tnpR aadAl AtnpR IRR
| | | | | |

| _ R D D |
-

1 kbp 2 klbp 3 kbp 4 klbp 5 kbp 6 k'bp 7 klbp
Tni1331
Genes pasajeros Resolucién Transposicién

(core)

Figura 13. Estructura del Tn1331. Las referencias son las mismas sefialas para la figura 12. El Tn1331 contiene 7996
pb; nimero de acceso de GenBank: AF479774. AtnpR es una duplicacién de la region 3’ de tnpR.

También existe una base de datos, denominada TnhCentral, que registra los transposones
que se van caracterizando a lo largo de los afios. 1*

(d) Sistema integron/casete

Los integrones son plataformas genéticas que le permiten a la bacteria capturar, escindir,
reordenar, almacenar y expresar genes mediante eventos de recombinacién sitio-especifica,
mediados por la actividad de una integrasa (Intl), una enzima perteneciente a la familia de las
tirosin-recombinasas. La estructura bdsica de un integrén consiste en: el gen intl/, que codifica
para la integrasa; un sitio denominado att/, donde se produce la recombinacidn, localizado
adyacentemente a intl, y uno, o dos, promotores (Pc) que permiten la expresién de los genes
integrados, que se encuentran como casetes.** Los casetes son elementos moviles de
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aproximadamente 1 kb, que contienen un gen, u ocasionalmente dos, unido a un sitio de
recombinacién llamado attC, necesario para la integracion. Por lo general, los casetes no suelen
contener secuencias promotoras y se propuso que pueden existir en forma libre, como
elementos circulares madviles no replicativos. La insercidn y escision de los casetes se produce en
el sitio att/, mediante un proceso reversible de recombinacion sitio-especifica entre el att/ del
integrén y el sitio attC del casete (attl X attC) (Figura 14). Ambos sitios poseen una secuencia de
7 pb consenso 5’-GTTRRRY. 1444 La integracion es catalizada por Intl, produciendo un corte entre
la Gy la primera T de la secuencia consenso. Ademas de la secuencia consenso, los sitios attCy
attl presentan una estructura secundaria especifica, que permite el reconocimiento por la
integrasa y la insercion del casete en la orientacidon correcta, es decir rio abajo del att/
permitiendo asi la expresién mediante el Pc.*

Existe una gran variedad de genes de RAM incluidos en casetes de IC1: (i) aminoglicésidos:
aad, aac, aph; (ii) quinolonas: gnrVC; (iii) aminoglicésidos y quinolonas: aac(6’)-1b-cr; (iv) B-
lactamasas: Clase A: carb, ges, veb, bel-1; Clase B: imp, vim, gim-1, sim-1, dim-1, tmb-1; Clase D:
oxa; (v) cloranfenicol: cat, cml; (vi) macrélidos y lincosamidas: ereA, linF; (vii) rifampicina: arr;
(viii) trimetoprima dfrA, dfrB. Se pueden integrar diversos casetes en un integron (hasta la fecha,
el maximo reportado es de ocho), creando un arreglo de multiples genes de RAM, y pudiendo
generar asi un integrén con multirresistencia. 14 4°

La actividad de Intl1 estd regulada por LexA (regulador de la respuesta SOS), que se une
a un sitio bloqueando la caja -10 del promotor del gen de la integrasa, reprimiendo asi su
expresion. Si la respuesta SOS se activa, se desbloquea la represidon y aumenta la actividad de
Intil, permitiendo el intercambio de diversos casetes y por lo tanto una adaptacidon adecuada al
ambiente. La formacién de ADN monocatenario en la conjugacién biparental también favorece
la recombinacién del sitio attC. 4% 4> 46
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Figura 14. Estructura de un integrén e integracién de casetes mediante recombinacién homdloga sitio-especifica.
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(e) Clasificacion de los Integrones

Estudios metagendmicos indican que existen cientos de clases de integrones, que son
estructuras muy antiguas y muestran una gran diversidad de casetes. Estos elementos son claves
en la evolucidn de las bacterias para adaptarse al ambiente, teniendo de esta manera, un rol
central en la diseminacién de RAM. 46

Existe una categoria de integrones conocida como “integrones cromosomicos”, que
tienen la misma estructura basica de los integrones, pero con algunas particularidades: son los
mas abundantes, los de mayor tamafio descriptos (con decenas o cientos de casetes), no son
movilizables y estan en el cromosoma de un gran nimero de bacterias Gram negativas. Si bien la
mayoria de los integrones se encuentran en cromosomas, existe la excepcién de los integrones
maviles, también denominados integrones de resistencia, ya que generalmente estdn asociados
a plasmidos y transposones y suelen portar genes de RAM. Este grupo de integrones son los mas
estudiados y se clasifican en tres clases (1 a 3), segun la secuencia de su integrasa. 46

Los integrones de clase 1 (IC1s) son los que presentan mayor diversidad de casetes de
RAM. Las reconstrucciones evolutivas sugieren que el ancestro de los IC1s estaba localizado en
el cromosoma y fue movilizado por un transposon de la familia del Tn402, el cual portaba un gen
gacE, que confiere resistencia a compuestos de amonio cuaternario. Este Tn402 ancestral se
habria insertado en otro transposén similar al Tn21, con resistencia a mercurio, generando una
delecion en gacE, para formar la regidn qacEA1-sull, que constituye uno de los segmentos
conservados en todos los IC1s. Actualmente, los IC1s estan extensamente diseminados por todos
los continentes, incluida la Antartida. 4% 4> 46

La estructura de los IC1s contiene dos regiones conservadas: (A) la secuencia conservada
5’ (5'CS, por 5’conserved sequence), que contiene el gen intl1, el sitio att/ y uno, o dos,
promotores, y (B) la secuencia conservada 3’ (3'CS, por 3’ conserved sequence), que tiene los
genes gacEA1 y sull, que confieren resistencia a los compuestos de amonio cuaternario y a las
sulfonamidas, respectivamente, seguidos por el ORF5, de funcién desconocida (Figura 15A). En
los IC1s existen una gran variedad de casetes con genes de resistencia para diferentes familias de
antibidticos y como estos casetes se adquirieron de diversas fuentes, tienen los sitios attC mas
diversos. Contienen de uno a ocho casetes que se expresan con el promotor del 5’CS. Esta
caracteristica es importante, ya que los genes de RAM pueden generar un costo fisiologico muy
alto para el hospedador, y los integrones otorgan una ventaja evolutiva, modulando mas
eficientemente la expresion de genes mediante la integracion y escision de casetes, lo cual
permite adaptarse a los condicionantes del ambiente y la presion de seleccién. 4 %> Los IC1 se
identifican con ndmeros consecutivos segln su aparicidon y a los integrones que no poseen
casetes se los designa como In0.
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Cuando se describio el In6, se identificaron los integrones de clase 1 complejos (ICC1s).
A diferencia de los IC1s, los ICC1s contienen dos nuevos segmentos altamente conservados en
todas las estructuras: una region comun (CR) y una duplicacién del 3’CS. Las dos copias
resultantes de esta duplicacidon se denominaron 3'CS1 (adyacente a la region de casetes) y 3'CS2.
Ademas, entre la CR y 3’CS2 existe otra region variable, que contiene genes de RAM y se
denomind vr-2, ya que la regidn de casetes se considerd la primera region variable, o vr-1 (Figura
15B). 46

H 2

S
A (s -y o ey i)
5C r-1 3’CS1 ISCRI 3’'CS?

RN R —_—

Figura 15. Estructura de los integrones A. Estructura de un integrén de clase 1. B. Estructura de un integrén de clase
1 complejo.

Cuando se analizaron los primeros ICC1s descriptos, se observé que las secuencias de la
CR eran idénticas en todos los casos, y contenian un ORF de 1.542 pb no descripto previamente,
gue se denomind orf513, por el nimero de aminoacidos del producto proteico deducido del
mismo. Esta posible proteina tiene motivos conservados similares a las transposasas de la familia
IS91, que incluye I1S91, I1S801 e 151294, las cuales se movilizan mediante replicacién por circulo
rodante. Estas ISs son atipicas, y no contienen IRs como otras ISs. Por el contrario, estan limitadas
por dos fragmentos que corresponden a un origen de replicacion (orilS), ubicado rio abajo del
gen de la transposasa, y una secuencia de terminacidon de la replicacion (terlS), localizada rio
arriba del mismo gen. Ademas, no generan TSD. Si durante la replicacidn, la transposasa falla en
reconocer el sitio terlS, el proceso continta replicando la regién adyacente y, de esta manera,
puede movilizar genes flanqueantes al sitio de insercién de la IS. > 46 Ademas de la similitud con
los motivos conservados de las transposasas de la familia 1IS91, la region CR también contenia una
secuencia muy similar al orilS, aunque no se observd ninguna secuencia similar al terlS.%” Por
estos motivos, Toleman y col. propusieron que CR era un nuevo miembro de la familia 1S91, al
cual denominaron ISCR1, y ademas postularon un modelo que explicaba el origen de los ICC1s. 4’

El modelo de Toleman propone que un ancestro de ISCR1 se insertd, mediante
transposicion, rio abajo del orf5 del 3'CS de un IC1 (Figura 16). Luego, algun evento produjo la
delecion del sitio terlS y del extremo del 3'CS que contenia orf5, generando un 3’CS mas corto.
Seguidamente se produjo replicacion aberrante de ISCR1, debido a la ausencia del terlS,
generandose intermediarios de diferentes longitudes, uno de los cuales contenia el ISCR1 que se
conoce actualmente (sin el terlS), mas el extremo adyacente, es decir el 3'CS truncado. Luego
este intermediario transpuso a una localizacidon que contenia un gen de RAM, y por la misma
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ausencia de terlS, se generd un nuevo intermediario circular, que contenian el gen de RAM.
Mediante recombinacion homoéloga entre el 3'CS del intermediario circular y el de un IC1, se
origind un ICC1. Este modelo también esta sustentado por observaciones experimentales. En
primer lugar, todos los ICC1s conocidos actualmente contienen 3’CS1 idénticos, mientras que la
longitud del 3’CS2 es variable, dependiendo de la vr-2 presente en cada caso, lo cual es
compatible con eventos de captura génica independientes. En segundo lugar, para diversos ICC1s
se pudo demostrar que las regiones completas contenidas en sus vr-2 (incluyendo genes de RAM
y sus secuencias adyacentes) tenian muy alto grado de identidad con regiones continuas de
cromosomas bacterianos, lo cual sefiala las fuentes de las que provienen dichas vr-2. 4% 4> 46

Los genes de RAM descriptos en la vr-2 de ICC1 son: (i) aminoglicésidos: armA; (ii) B-
lactamasas: Clase A: ctx-m, per-1, veb-3; Clase B: ndm-1; Clase C: dha-1, cmy, mox-1, fox-4; (iii)
cloranfenicol: catA2 (alelo distinto a los encontrados en la vr-1); (iv) quinolonas: gnrA, gnrB,
gnrVCe6; (v) trimetoprima: dfrA (alelos distintos a los encontrados en la vr-1). Es importante
recalcar que la vr-2 constituye un nuevo punto de adquisicidon de genes de RAM, y que los genes
encontrados en la vr-2 no se encuentran en la vr-1, y viceversa, con la Unica excepcién de gnrV(é.
Este hecho multiplica las posibilidades de combinacion de genes de RAM en un unico ICC1, con
enorme impacto en la generacién de multirresistencia y la epidemiologia de la RAM. 4°

Los integrones de clase 2 contienen menor cantidad y diversidad de casetes de RAM, los
cuales suelen incluir los genes dfrA, aadA y sat, que confieren resistencia a trimetoprima,
estreptomicina/espectinomicina y estreptotricina, respectivamente. La intl2 es generalmente no
es funcional debido a un coddn de terminacidn de la transcripcion interno. Por ultimo, los
integrones de clase 3 son los menos frecuentes entre los integrones de resistencia y su integrasa
(IntI3) posee 60% y 47% de similitud con Intll e Intl2, respectivamente. 444>

Ademas de los diferentes tipos de integrones mencionados, pueden encontrarse
estructuras constituidas por attCs agrupados que carecen de un gen de integrasa, y que se
denominan CALIN (por Clusters of attCs lacking an integron-integrase). Es decir, estas estructuras
estdn formadas por arreglos de casetes que no contienen un gen intl1 asociado. Los CALIN
pueden formarse por varios mecanismos, como la insercién/escision de casetes, mediada por la
Intll de un IC1 localizado en otra parte del genoma, o bien, por pérdida de int/1 debido a
reordenamientos gendmicos que separan este gen de su grupo de attCs asociado. 4% %

Existe una base de datos publica de integrones denominada Integrall, que permite la
identificacion y clasificacion de secuencias que contienen integrones. Si bien no se actualiza de
manera muy frecuente, la Ultima actualizacion del 8 de septiembre de 2021 contenia 1509 genes
de integrasas y 8562 casetes. 14,4
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Figura 16. Modelo de Toleman que explica el origen de integrones de clase 1 complejos (ICC1). La flecha horizontal
azul en el ancestro de ISCR1 indica la longitud del fragmento adyacente a terlS que podria replicarse si la transposasa
falla en reconocer dicho sitio (replicacion aberrante). Para mejor comprension, las copias aberrantes generadas por
la falta del terlS en ISCR1 (flechas de lineas punteadas) se muestran en forma lineal, aunque son circulares.
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Seccion 1.05 Mobiloma y su rol en la diseminacidn de la resistencia a
los antimicrobianos

Un genoma bacteriano estd compuesto por el cromosoma (o mas de uno, en algunas
especies), que se puede considerar como el Genoma Principal, y puede, o no, contener también
pldsmidos, que pueden considerarse como el Genoma Secundario Es conveniente pensar al
Genoma Principal como un mosaico compuesto por una “columna vertebral” que contiene el
genoma central con todos los genes esenciales de mantenimiento, intercalados con una gran
variedad de genes accesorios. Estos ultimos, en conjunto con el Genoma Secundario, constituyen
lo que se denomina “mobiloma”, que contiene una gran variedad de EGMs (Figura 17).%8

Islas gendmicas
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Profagos
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Genoma central
con todos los genes
esenciales
de mantenimiento
Integrones

cromosoémicos

"..._/
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+ . N

IS5+ MITES  rransposones — unitarios +
compuestos  integrones

Figura 17. Componentes del mobiloma en el Genoma Principal (cromosoma).

Las infecciones causadas por organismos multirresistentes aumentan significativamente
la morbilidad, la mortalidad y los costos de atencién médica. La captura, acumulacién y
diseminacién de los genes de RAM se deben en gran parte a las acciones de estos EGMs, quienes
promueven la movilidad del ADN intracelular (del cromosoma a un plasmido, o entre plasmidos)
e intercelular (de bacteria a bacteria). Se puede decir que la interaccion entre los diversos tipos
de EGMs es el sustento de la rapida evolucién en los diversos patdogenos multirresistentes a los
antibidticos. Comunmente, los genes de RAM estan codificados en EGMs, lo cual les permite
movilizarse entre diferentes ubicaciones genéticas y acumularse en un mismo microorganismo,
generando asi multirresistencia (Figura 18) 14 4°
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Figura 18. Diferentes elementos genéticos moviles y su rol en la movilidad inter- e intracelular de genes de resistencia
a los antimicrobianos. 1) Transducciéon: el ADN (en amarillo) ingresa a través de un profago y se inserta en el
cromosoma (en azul oscuro), el ADN se replica, profago empaqueta su propio ADN o el del hospedador y puede lisar
e infectar células receptoras. 2) Conjugacién: plasmidos conjugativos grandes y de bajo nimero de copias (en naranja)
e ICEs (no se muestran) utilizan el pilus para establecer una conexién con la célula receptora y transferirse a la célula
receptora. 3) Transposicidn: los transposones (en violeta) pueden integrarse en nuevos sitios como en el cromosoma
o plasmidos por recombinacion no homodloga. Los integrones (verde oscuro) usan similares mecanismos para

intercambiar casetes (en marrén). Esquema adaptado de referencia *°.

Seccién 1.06 Recombinacidon Homdloga

La recombinacidon homologa es un proceso biolégico que ocurre en casi todas las células,
gue implica el intercambio de las cadenas de ADN entre regiones que comparten un alto grado
de similitud entre si. Este proceso esta catalizado por una enzima muy conservada, denominada
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RecA, y tiene un rol fundamental en todos los microorganismos para la reparacion del ADN y la
diversificacion de los genomas bacterianos. La recombinacion entre alelos genéticamente
relacionados, permite la adquisicion de mutaciones adaptativas, o elimina las deletéreas,
facilitando la adaptacién a diferentes ambientes. Ademas, la recombinacién homdloga permite
la integracion de ADN exdgeno homologo que ingreso en la célula mediante algun mecanismo de
transmisién horizontal, por ejemplo, mediante transformacion o transduccién, es decir, la
adquisicion de nuevos genes. Por ultimo, también interviene en la reorganizacion de los
genomas, a través de deleciones, inserciones e inversiones, contribuyendo en la plasticidad
gendmica. Por lo tanto, este proceso tiene un rol crucial en la evolucion y adaptacion de las
bacterias. >0 >!

Brevemente, la recombinacion homdloga comienza con la generacion de un corte en
ambas cadenas de una de las dos regiones de ADN en las que ocurrira el proceso. Este corte se
produce mediante la accidn de la enzima “presinaptica” denominada RecBCD (producto trimérico
de los genes recB, -C y -D), que tiene actividades de helicasa y nucleasa. Es decir, RecBCD actua
sobre la doble cadena de ADN para hacerla accesible a RecA. Al unirse RecA con el ADN simple
cadena, cataliza el intercambio de las cadenas homodlogas generando un intermediario.
Finalmente, la enzima RuvC, junto con otras proteinas, resuelve el intermediario ligando los
fragmentos de la nueva molécula recombinante (Figura 19).52 Si el intercambio de cadenas de
ADN ocurre entre moléculas de ADN diferentes, puede ocurrir una recombinacion simple o doble,
generando diferentes estructuras en las moléculas resultantes de cada caso (Figura 20). En
cambio, si la recombinacion ocurre entre segmentos homologos dentro de una misma molécula,
pueden obtenerse dos resultados diferentes, dependiendo de la orientacion de dichos
segmentos: (a) cuando tienen la misma orientacion, el fragmento comprendido entre ellos se
escinde, y (b) si la orientacion de los segmentos homdlogos es opuesta, el fragmento
comprendido entre ellos se invierte (ver Figura 20).°?
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Figura 19. Mecanismo de recombinacion homoéloga. La proteina RecBCD (para mayor claridad no se representa en la
imagen), genera un corte en ambas cadenas de uno de los segmentos de ADN que intervienen en la recombinacién,
considerado aqui como dador (azul). (a) La actividad de helicasa de RecBCD desenrolla una de las cadenas del ADN
dador, y degrada la otra con la actividad de nucleasa, generando una “cola” de ADN simple cadena, 3’-terminal, que
se recubre con RecA (esferas amarillas). (b) RecA invade el otro ADN doble cadena, considerado aqui como aceptor
(rosa), formando un D-loop. (c) RecA busca en el ADN aceptor, una region con homologia con la cola de ADN simple
cadena, 3’-terminal. (d) Luego de que se encuentra la region de homologia, se genera un corte en la cadena de ADN
gue contiene el D-loop, permitiendo que la cola de ADN simple cadena, 3’-terminal del dador se una por
complementariedad de bases con la cadena no cortada del ADN aceptor. (e) Los gaps remanentes se llenan y los
cortes se sellan mediante la ADN ligasa, resultando en un complejo de cuatro cadenas con una unidn Holliday. Se
produce la migracion de esta unién (hacia la derecha en la figura), mediada por la actividad de las proteinas RuvA y
RuvB. Finalmente, RuvC resuelve la union Holliday en dos moléculas separadas.
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Figura 20. Estructuras resultantes de recombinacidén homadloga inter- e intramolecular. Las X’s representan los eventos
de recombinacion entre dos segmentos de ADN homdlogos. En el esquema de la recombinacion intramolecular, estos
dos segmentos homadlogos estan representados con barras azules, y la barra roja indica el fragmento comprendido
entre ellos. Las flechas indican la orientacién de estos tres elementos.

Seccion 1.07 CRISPR-Cas

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats-CRISPR-associated protein
(CRISPR-Cas) es un sistema inmune adaptativo que se puede encontrar en genomas de bacterias
y archeas. Consiste en una region con repeticiones palindromicas cortas, agrupadas de manera
regular e interespaciadas, asociadas a sus proteinas Cas. Este sistema ayuda a proteger a la
bacteria contra bacteriéfagos y plasmidos invasivos, limitando la adquisicion de material genético
exdgeno. En general, los loci CRISPR-Cas estan compuesto por un segmento de ADN que contiene
secuencias cortas y repetidas de 21 a 47 pb casi idénticas, separadas por fragmentos
denominados espaciadores, que constituyen un registro cronolégico del ADN “extrafio, o
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foraneo”, del cual la bacteria necesita proteccion, por ejemplo, EGMs como bacteriéfagos.
Ademas, contiene un conjunto de genes Cas y una secuencia conservada de 100 a 500 pb
aproximadamente, ricaen Ay T, que aparentemente funciona como promotor de la transcripcion
del arreglo CRISPR (Figura 21).>3

Bacteria

Espaciador

Genes cas

Figura 21. Elementos de un sistema CRISPR-Cas. Los colores de los espaciadores indican que provienen de distintos
EGMs invasores, en este caso, fagos.

En el mecanismo de accidon de un sistema CRSPR-Cas, se genera un transcripto que
permite a las proteinas Cas identificar a los acidos nucleicos blanco, y producir su clivaje. Este
proceso ocurre en etapas, comenzando por la Adaptacién, en la cual se insertan los nuevos
espaciadores en el locus de CRISPR, proporcionando la memoria genética. Luego, el sistema se
prepara para la accién, mediante la expresion de los genes Cas y generando los transcriptos del
CRISPR, que serdn los blancos de las proteinas Cas encargadas del clivaje de las moléculas
invasoras. En la Ultima etapa, denominada Interferencia, el ARN transcripto se procesa y madura,
formando junto con las proteinas Cas y sus factores accesorios, un complejo ribonucleoproteico,
o mddulo efector, el cual reconoce el &cido nucleico blanco y lo destruye (Figura 22) >3 >*
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Figura 22. Etapas del mecanismo de accién del sistema CRISPR-Cas.
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La clasificacion de los sistemas CRISPR-Cas es compleja, pero en resumen se pueden
catalogar en dos clases, segun si el mddulo efector utiliza varias proteinas Cas (clase 1), o una
sola, con multiples actividades enzimaticas (clase 2). Ademas, se tipifican del | al VI: los tipos | y
Il proporcionan inmunidad contra ADN, mientras que los del tipo Ill también pueden hacerlo
contra ARN. Los del tipo IV al VI se describieron recientemente vy, por lo tanto, son los menos
estudiados.”® Se detallan a continuacidn los sistemas de CRISPR-Cas tipo IV (CRISPR-Cas-1V), ya
gue son pertinentes para este trabajo. Tienen la particularidad de estar guiados por la interaccion
entre el ADN y el mddulo efector. Se describieron sélo 3 variantes de los sistemas CRISPR-Cas-IV,
segun los espaciadores que los componen: IV-A, IV-B y IV-C. Todas ellas estan codificadas, en
mayor medida, en plasmidos bacterianos, aunque también se encontraron en profagos. Todos
los CRISPR-Cas-IV tienen en comun que carecen del médulo de adaptacion, es decir, las proteinas
Casly Cas2. Se cree que el complejo proteico Cas1-Cas2 se encargaria de transportar el material
espaciador y realizar la integracion.>

Una hipodtesis sugiere que CRISPR-Cas-IV constituye el origen evolutivo de los sistemas
CRISPR-Cas: un ancestro habria ganado funcionalidad al asociarse con a un transposén que
contenia los genes codificantes de las proteinas Casl y Cas2, y luego fue evolucionando, aunque
retuvo las regiones repetidas. La proteina Cas 1 duplicd estas secuencias, y agregd los
espaciadores, resultando en los sistemas CRISPR-Cas tipo | y lll conocidos actualmente. >3 >4

Los primeros plasmidos que se describieron en enterobacterias, asociados a genes de
RAM y CRISPR-Cas-IV, tenian replicones del tipo FIB, pero la mayoria contenian también un
replicon HI1B adicional. La mayoria de estos plasmidos tienen un tamafio mayor a 200 kb, y con
un arreglo CRISPR compuesto por repeticiones directas de 23-30 pb, separadas por secuencias
espaciadoras de 21-47 pb (Figura 23).°3

CRISPR-array  RTasa/maturase

m) ov ) o ey we) mump mez 101410 b oo mp

Figura 23. Region CRISPR-Cas tipo IV encontrada en un pldasmido de Enterobacterales. Los genes de las proteinas Cas
estan representados por flechas de colores rojizos. En el extremo izquierdo de la regién CRISPR, se encuentra un
segmento de 130 pb rico en AT (rectangulo negro) que actla como secuencia lider de CRISPR. Los rombos azules del
arreglo CRISPR representan las repeticiones directas, y los rectangulos de colores, los espaciadores. En el extremo
derecho del arreglo, se encuentra codificada una transcriptasa reversa (RTase/maturase). Los genes casl y cas2 no
estdn presente en los CRISPR identificados en pldsmidos. °3

En un trabajo publicado en 2022, se realizé una busqueda de sistemas CRISPR-Cas en
secuencias de plasmidos no redundantes, obtenidas de la base de datos PLSDB: se encontraron
13.265 CRISPR-Cas en bacterias y 253 en archeas. Estos sistemas se encontraron en diversos
grupos de plasmidos, siendo el grupo IncHI1B el de mayor frecuencia (Figura 24B). >® Ademas, el
47% de los plasmidos portadores de un sistema CRISPR-Cas completo, o incompleto (sin el arreglo
CRISPR, o sin las proteinas Cas), fueron conjugativos, lo que sugiere que casi la mitad de los
plasmidos analizados estan involucrados en la diseminacidn de los sistemas CRISPR-Cas dentro
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del microbioma (Figura 24A). Otra caracteristica que vale la pena destacar de estos plasmidos, es
que sus tamafios fueron de 180-250 kb aproximadamente. >®
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Proporcién con CRISPR y/o cas (%)

Figura 24. Distribucidén de plasmidos portadores de sistemas CRISPR-Cas. a) Distribucién de pldasmidos conjugativos en
plasmidos con sistemas CRISPR-Cas, en aquellos que perdieron el arreglo CRISPR, o las proteinas Cas, y en los que no
portaban ningln sistema CRISPR-Cas. b) Distribucién proporcional de plasmidos portadores de CRSPR y/o Cas en
distintos grupos Inc. ®

Finalmente, se identificd que el 66% de los espaciadores correspondieron a secuencias de
otros plasmidos, y una porcion mas pequefia (27%) correspondié a secuencias virales,
contrariamente a la tendencia encontrada en sistemas CRISPR-Cas codificados en cromosomas:
24% y 62%, respectivamente. Esto representa otra evidencia de la dinamica competitiva que
existe entre diferentes plasmidos.>®

Seccion 1.08 Quinolonas: estructura, mecanismo de accion y uso
terapéutico

(a) Estructura quimica

Las quinolonas son una familia de antibiéticos de gran relevancia clinica, y una de las mas
frecuentemente prescritas en el mundo®’. Estd compuesta por un grupo de antibacterianos
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sintéticos, es decir, no se aislaron de organismos vivos, sino que fueron obtenidos por sintesis, a
diferencia de la gran mayoria de los antibidticos restantes. El primer miembro de esta familia fue
el acido nalidixico, descubierto en 1962 por accidente, como un subproducto de la sintesis del
antipaludico cloroquina®®.

A partir de ese hallazgo, y utilizando una molécula basica muy similar al acido nalidixico,
se disefiaron y sintetizaron una amplia gama de compuestos (Figura 25). La subsiguiente adicion
de un atomo de fldor en la posicion 6 de la molécula dio lugar a la era de las fluoroquinolonas.
Este atomo de fllor aumentd en gran medida la potencia y el espectro de actividad, por lo que
esta presente en casi todas las moléculas de quinolonas utilizadas en la practica clinica hasta el
momento.>8

La adicién de un grupo piperazina en la posicion 7, como se observa en las
fluoroquinolonas ciprofloxacina y norfloxacina, también incrementd la potencia frente a
bacterias Gram negativas. Lo mismo sucedié con la adicidn de un grupo metil-piperazina, como
se observa en ofloxacina, levofloxacina y gatifloxacina. La ciprofloxacina, uno de los antibidticos
mas importantes de esta familia, permanece como uno de los antimicrobianos mas recetados
después de casi tres décadas de uso clinico, y esta catalogado por la OMS como un medicamento
esencial y un antibidtico de importancia critica®’. >’

N

Figura 25. Estructura molecular basica de las quinolonas. La estructura formada por dos anillos se numera a partir del
nitrégeno en la posicion 1y el grupo carboxilo en la posicién 3.

Hasta el momento, se sintetizaron mas de 10000 moléculas diferentes de quinolonas, de
las cuales solo 21 tienen aprobado el uso en humanos, en la Unién Europea.> En Latinoamérica,
el uso de las quinolonas es amplio y hasta puede considerarse indiscriminado por algunos
autores.®°

La clasificacién de las quinolonas se divide en 4 generaciones segln su espectro de
actividad: (Tabla 3) 2.
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Tabla 3. Clasificacion de quinolonas segln su espectro de actividad y sus caracteristicas generales.

Quinolonas Generacion Caracteristicas Generales
Jicido Nalidixico No con,tie.nen el étgmo dg fldor. N ,
- . , 1 Son practicamente inactivas frente a Gram positivos, patégenos
Acido pipemidco . .
atipicos y anaerobios.
Mayor actividad frente a Gram negativos, incluida Pseudomonas
Norfloxacina ) aeruginosa, activas frente a algunos patégenos atipicos, pero tienen
moderada actividad frente a Gram positivos y practicamente nula
frente a anaerobios.
Gatifloxacina Se suma a las caracteristicas de segunda generacién, una mejor
Ofloxacina actividad frente a P. aeruginosa, Gram positivos y patégenos atipicos
Ciprofloxacina 3
Pefloxacina
Levofloxacina
Respecto a la segunda generacién, mejora la actividad frente a Gram
Moxifloxacina 4 positi\{o.s y una actividad bueha frente a anaerobios, aunque disminuye
su actividad frente a P. aeruginosa

(b) Mecanismo de accién y uso clinico

Las quinolonas ingresan a la célula por difusidon pasiva, a través de canales proteicos
denominados porinas. Sus sitios blanco son las topoisomerasas de tipo Il, ADN girasa y
topoisomerasa IV, que intervienen en la modulacion del superenrollamiento del ADN,
interviniendo en todos los procesos que requieran la separacidn de la doble cadena, es decir, son
indispensables para la replicacidn, la transcripcién y la reparacién del ADN. Debido al
superenrollamiento, cualquier proceso que produzca la separacion de sus cadenas, como el
avance de las horquillas de replicacion, generara una fuerte tensidn estérica en la parte de la
molécula que aun esta como doble cadena. La ADNgirasa y la topoisomerasa IV relajan esta
tension, permitiendo que el proceso de separacidn de cadenas continde. Ambas enzimas se unen
al ADN en el lugar donde se produce la tension, cortan ambas cadenas en una region, pasan las
dos cadenas de otra region a través del corte, y finalmente religan los extremos de las cadenas
cortadas. La ADN girasa cataliza el superenrollamiento negativo del ADN, y la topoisomerasa IV
actUa en la separacién de cromosomas hermanos, luego de la replicacion. 62

La estructura de estas enzimas es similar: son heterotetrameros, constituidos por 2
subunidades A y 2 B, denominadas GyrA y GyrB, en la ADN girasa, o ParC y ParE, en la
topoisomerasa 1V, respectivamente. Las quinolonas se intercalan entre las subunidades A de
estas enzimas, formando un complejo ternario quinolona-enzima-ADN, y las bloquean justo
después de que generaron los cortes en las cadenas de ADN, de modo que no pueden hacer la
religacidn. Esto resulta en multiple fragmentacion del ADN, lo cual dispara el sistema SOS, que
contribuye al dafio en el ADN, resultando finalmente en el colapso del genoma y la muerte
celular. De esta manera, las quinolonas tienen una actividad bactericida dependiente de su
concentracion. %% 3
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Las quinolonas, se usan en una gran variedad de infecciones como tratamiento oral e
intravenoso, demostrando eficacia clinica para infecciones del tracto respiratorio, incluidas la
bronquitis crénica, neumonias adquiridas en la comunidad y sinusitis bacteriana. También tienen
eficacia para el tratamiento de infecciones del tracto urinario; prostatitis bacteriana; infecciones
de la piel y otros tejidos blandos; infecciones de huesos y articulaciones; infecciones
gastrointestinales causadas por E. coli toxigénica, o ciertas especies de Salmonella (incluyendo
fiebre tifoidea y paratifoidea, y el estado de portador crénico de Salmonella); infecciones por
especies de Shigella, Campylobacter, Aeromonas, Vibrio y Plesiomonas shigelloides. Las
guinolonas también han sido eficaces en el tratamiento de enfermedades de transmision sexual,
como infecciones gonocdccicas y por clamidia.®

El éxito de los tratamientos con estas drogas llevd a una gran expansion en su uso, no sélo
en medicina humana sino también en veterinaria. A pesar de que las pautas de prescripcidon ahora
recomiendan preservar el uso de las quinolonas, el nimero de cepas resistentes a estas drogas
crecid de manera sostenida en el tiempo, y actualmente se observan en todas las especies
bacterianas que se tratan con estas drogas.>” 62

En Latinoamérica, se estima que dos tercios de estos antibidticos se adquieren sin receta,
la mitad de los consumidores compran el medicamento para 1 dia de tratamiento, y el 90% para
un periodo de menos de tres dias. Esta situacién refleja un escenario poco favorable para la
epidemiologia de la resistencia en nuestra regién.®°

Las quinolonas deben atravesar la envoltura bacteriana para interactuar con sus sitios
blanco y poder producir su efecto bactericida. Existen mecanismos descriptos de resistencia a las
guinolonas que de manera individual o en conjunto, impiden que las drogas puedan procurar su
efecto. Estos mecanismos se explican a continuacion. >’

Seccion 1.09 Mecanismos cromosomicos de resistencia a las
quinolonas

Los primeros mecanismos de resistencia a quinolonas descriptos se deben a mutaciones
en el cromosoma que alteran el sitio blanco de estos antibidticos (ADNgirasa y topoisomerasa
IV), o disminuyen su concentracion intracelular.

La alteracion del sitio blanco de las drogas se produce por mutaciones en regiones
especificas de los genes gyrA, gyrB, parE y parC, denominadas Quinolone Resistance Determining
Regions (QRDR), ya que codifican para los dominios de las proteinas que interaccionan con las
qguinolonas. Por ejemplo, las mutaciones mds comunmente observadas en bacterias Gram
negativas, se observan en la region QRDR de gyrA, que codifica para los aminoacidos 67-106. Las
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mutaciones en el gen gyrB son muy poco frecuentes y sélo se observan en algunas especies de
Enterobacterales. ©°

La adquisicion de resistencia a quinolonas mediante seleccién de mutaciones en las
regiones QRDRs es un proceso secuencial. Por ejemplo, en Enterobacterales se selecciona
primero una mutacién en gyrA, luego otra en parC, e incluso puede seleccionarse una tercera
mutacion en gyrA, o bien en parC. La primera mutacion en gyrA produce solo sensibilidad
reducida o a lo sumo resistencia de bajo nivel a ciprofloxacina (concentracién inhibitoria minima
(CIM) de 0,125 pg/ml). Es necesaria la emergencia de una segunda mutacion en parC, para
alcanzar resistencia neta a ciprofloxacina (CIM de 2 pg/ml), o bien de una tercera mutacion en
gyrA o parC para tener resistencia de alto nivel (CIM de ciprofloxacina de 64 pug/ml). Finalmente,
las mutaciones en parE son muy poco frecuentes y en la mayoria de los casos se desconoce el
impacto adicional que generan en la resistencia a quinolonas. ¢°

Con respecto al segundo mecanismo cromosomico de resistencia a quinolonas, es decir,
la disminucién de la concentracidn intracelular de estas drogas, en primer lugar cabe recordar
gue las quinolonas ingresan a la célula mediante porinas. Por lo tanto, las mutaciones que causan
alteraciones en la expresion de las porinas, generan una disminucion de la permeabilidad de Ia
membrana bacteriana. Este fendmeno puede ocurrir por ausencia de porinas, debido a
inactivacion génica, o bien, por regulacidon negativa de su expresiéon, o modificaciones en el
tamafio del canal de las porinas. >’

En segundo lugar, otro mecanismo que disminuye la concentracién intracelular de
qguinolonas es el incremento de la salida de la droga de la célula, lo cual puede ocurrir por
hiperexpresion de bombas de eflujo. Este mecanismo generalmente se combina con una

disminucién de la permeabilidad, lo cual incrementa sinérgicamente los niveles de resistencia. %%
65

Seccion 1.10 Mecanismos plasmidicos de resistencia a quinolonas o
PMQRs

En 1998, se identificd por primera vez un mecanismo de resistencia a quinolonas en un
pldsmido con capacidad de transferencia por conjugacion. El gen responsable de este mecanismo
se denominé gnrA, y se identificdé en un aislamiento clinico de K. pneumoniae resistente a
ciprofloxacina.®® Estos mecanismos con capacidad de transferencia horizontal se denominaron
mecanismos plasmidicos de resistencia a quinolonas (PMQRs, por: Plasmid mediated quinolone
resistance). Existen autores que cuestionan este término, debido a que los plasmidos pueden
intercambiar material genético con el cromosoma, pudiendo integrarse en forma de fragmentos
o en su totalidad dentro del mismo, como ya se describié en algunos casos. De esta manera, el
concepto “mediado por plasmidos” y la abreviatura “PMQR” no serian del todo correctos, y se
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sugiere reemplazarlos por “Transferible”, y “TMQR” (del inglés: Tranferible Mechanisms of
Quinolone Resistance), respectivamente. >° Si bien en esta misma tesis se encontraron casos que
avalan esta interpretacion, dado que el término “PMQR” esta muy instaurado en la bibliografia,
se decidid conservarlo a largo de todo el trabajo.

(a) Clases de PMQRs

Los PMQRs se pueden dividir en 5 clases, que se detallan a continuacion:

1. Las proteinas Qnr (de inglés: Quinolone resistance) actian uniéndose a la
ADN girasa y a la topoisomerasa |V, interfiriendo con la unidén de las quinolonas y
protegiendo, asi, al sitio blanco de la accidn de estas drogas. ®° Estas proteinas pertenecen
a una superfamilia que contiene motivos repetidos de pentapéptidos conservados, con la
secuencia consenso: [S, T, Ao V] [Do N][Lo F]I[S, T oR][G], que determinan una
estructura secundaria especifica fundamental para su actividad.®’

Hasta la fecha (diciembre 2022), se identificaron 128 variantes de genes gnr, segun la base
de datos Refseq, que se usa actualmente como como repositorio de estos genes. Estas
variantes estan agrupadas en 7 familias: gnrA (12), gnrB (85), gnrC (1), gnrD (3), gnrS (14),
gnrVC (9), y mas recientemente, gnrE (4), descripta por primera vez por nuestro grupo de
investigacién. 3¢

La diseminacién de los genes gnr es alarmante, especialmente para los alelos gnrB, que
ya se detectaron en los 5 continentes, y constituyen los genes de PMQRs mas frecuentes
e importantes en América Latina.®°

2. La enzima bifuncional AAC(6’)-Ib-cr (“cr” por ciprofloxacin resistance). En 2006 se
descubrié un segundo grupo de PMQRs, que consiste en una variante de la enzima
aminoglicésido acetiltranferasa AAC(6’)-1b, que acetila a los aminoglicésidos kanamicina,
tobramicina y amicacina. La variante AAC(6’)-lb-cr, debido a la sustitucién de 2
aminoacidos (W102R y D179Y), también es capaz de acetilar el N del grupo piperazina,
inactivando a las fluoroquinolonas norfloxacina y ciprofloxacina, pero no a otras
guinolonas que no tienen el grupo piperazina en su estructura, como acido nalidixico y
levofloxacina.>” Segun la base de datos Refseq, se conocen hasta la fecha (diciembre
2022), 10 alelos del gen aac(6’)-Ib-cr. Es el PMQR mas reportado en las especies
Enterobacterales, y el segundo mds reportado en Latinoamérica. ®°

3. La bomba de eflujo QepA se describid por primera vez en 2007, y pertenece a la familia

de 14-MFS (del inglés: Major facilitator superfamily), cuya actividad es dependiente de
protones. Tiene un tamafio variable y esta constituida por 14 segmentos transmembrana.
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Su actividad aumenta con la hidrofilicidad de la molécula, siendo maxima para las
guinolonas mas hidrofilicas, como ciprofloxacina y norfloxacina, y nula para la mas
hidrofdbica, acido nalidixico, por lo que el perfil de sensibilidad a quinolonas que confiere
es muy similar al de AAC(6’)-Ib-cr.>” Segln la base de datos Refseq, hasta la fecha
(diciembre 2022) se reportaron 10 alelos del gen gepA. Este gen es muy poco frecuente

en Latinoamérica, y se reportd Unicamente en Argentina, Bolivia, Brasil y México. > 0, 68
69

La bomba de eflujo OgxAB. La mayoria de las bombas de eflujo estan codificadas en
cromosomas bacterianos. En 2003, se identificé por primera vez la bomba de eflujo
OgxAB, codificada en un plasmido conjugativo (pOLA52), de una E. coli aislada de cerdos
de Dinamarca, que conferia sensibilidad reducida, o resistencia de bajo nivel, a acido
nalidixico, fumequina, ciprofloxacina y norfloxacina. Sin embargo, OgxAB es una bomba
de eflujo inespecifica para quinolonas, pudiendo conferir también sensibilidad reducida,
o resistencia, a olaquindox (una droga utilizada como promotor de crecimiento en
cerdos), trimetoprima, tigeciclina, nitrofurantoina y cloranfenicol, asi como a cloruro de
benzalconio (compuesto de amonio cuaternario utilizado como desinfectante) vy
dodecilsulfato de sodio (SDS).”° OgxAB estd compuesta por las proteinas OgxA y OqxB,
qgue tienen homologia con MexE y MexF, o AcrA y AcrB, respectivamente, que son los
componentes de las bombas de eflujo MexEF y AcrAB, pertenecientes a la familia RND.
Las bombas de eflujo de esta familia son sistemas de tres componentes, como AcrAB-
TolC, en la cual el tercer componente, TolC, es una proteina de membrana externa. Por lo
tanto, OgxAB es una bomba de eflujo de la familia RND, y precisamente, se observo que
el plasmido pOLA52, que solo contiene los genes ogxA y ogxB, depende de TolC,
codificada en el cromosoma de la bacteria hospedadora, para conferir alto nivel de
resistencia a olanquindox. Los genes ogxA y ogxB no sdlo se encuentran en plasmidos,
también es comun encontrarlos en el cromosoma de diferentes especies de Klebsiella,
sobre todo, K. pneumoniae. >° Sin embargo, la presencia de ogxA y ogxB en el cromosoma
de Klebsiella spp. no pudo correlacionarse con sensibilidad reducida, o resistencia a
quinolonas, debido a multiples factores involucrados en la regulacién de la expresion de
estos genes. En cambio, cuando ogxA y ogxB se localizan en plasmidos, en los cuales no
se encuentran dichos factores reguladores, sus niveles de expresién son mayores >’. Ver
seccion 1.11 - (d) para informacion mas especifica sobre este tema.

La proteina CrpP. En 2018, mientras se estaba realizando la etapa experimental de esta
tesis, se reportd en México un nuevo PMQR, constituido por la enzima CrpP, de 65
aminodacidos, que inactiva ciprofloxacina mediante fosforilacion. El gen codificante de
este mecanismo, crpP, se describio primero en un plasmido obtenido de P. ageruginosa, y
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luego se reportd en diversas Enterobacterales, asociado a diferentes EGMs. Sin embargo,

su ocurrencia es altamente inusual y de baja prevalencia.”?,”?

(b) Eficacia terapéutica y relevancia clinica de los PMQRs

Los PMQRs confieren per se bajos niveles de resistencia a las quinolonas, cuyas CIMs no
superan los puntos de corte para resistencia establecidos por el CLSI o el EUCAST. Por ejemplo,
en E. coli, los genes gnr producen valores de CIM para ciprofloxacina y levofloxacina muy
similares a los que genera una sola mutacién en gyrA, aunque confieren niveles mas bajos de
resistencia a acido nalidixico. Ademas, los genes aac(6’)-Ib-cr y gepA confieren solo sensibilidad
reducida, o resistencia de bajo nivel a ciprofloxacina y norfloxacina. Se podria pensar entonces
gue los PMQRs tienen escasa relevancia clinica. Sin embargo, existe una serie de evidencias que
pone de manifiesto la relevancia clinica de la presencia de PMQRs en aislamientos clinicos de
Enterobacterales, y que se detalla a continuacién. 73

En primer lugar, existe evidencia genética. La frecuencia de adquisicién por conjugacion
de un gen de PMQRs (~107°) es 100-1000 veces mayor que la frecuencia de aparicion de una
mutacién en la QRDR de gyrA (107 a 108). 7 Ademas, a esta “ventaja” en la adquisicion de la
primera etapa que puede llevar a resistencia neta (cabe recordar que para las quinolonas este
proceso ocurre en etapas), se suma el incremento en la concentracién preventiva de mutantes
(CPM) que producen los genes de PMQRs. La CPM es la minima concentracién de antibidtico
requerida para prevenir el crecimiento de mutantes resistentes, por lo cual, si la CPM es menor
gue la concentracidn de quinolonas alcanzada en el sitio de infeccidn es improbable que emerja
una mutante resistente. Se observé que la CPM de ciprofloxacina de aislamientos de E. coli y K.
pneumoniae portadores de gnrAl, o aac(6°)-1b-cr, era 25 a 30 veces mayor que la CPM de los
mismos aislamientos sin estos genes de PMQRs. /> 74 En estos casos, las CPMs fueron similares,
o superiores, al pico de concentracidn de ciprofloxacina que se alcanza normalmente en el suero
de un paciente, durante el tratamiento con esta droga. Por lo tanto, se propuso que la presencia
de PMQRs proveia un escenario genético favorable para la seleccion de mecanismos de
resistencia adicionales, como mutaciones en las QRDRs de gyrA, gyrBy parC.>”" 7374 Y, en efecto,
se comprobd que la presencia de gnrAl incrementaba mas de 100 veces la frecuencia de
seleccion de cepas mutantes, que contenian mutaciones QRDRs. Esta mutantes tenian un nivel
de resistencia a fluoroquinolonas superior al conferido por un gen de PMQRs, o una mutacion
QRDR Unica, por separado, lo cual ilustra el efecto aditivo sobre la resistencia que tiene la
combinacién de ambos mecanismos. 7°

El efecto “potenciador” de los genes de PMQRs en la adquisicion de mutaciones en QRDRs
se comprobd in vivo en un estudio longitudinal de nueve anos, con enterobacterias aisladas en
un hospital de Corea. A lo largo de dicho periodo, se observé un aumento significativo en la
frecuencia de casos con mutaciones en gyrA y parC en los aislamientos que contenian genes de
PMQRs: de 0% a 50%, entre los periodos 1998-1999 y 2005-2006, respectivamente, mientras que
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esta frecuencia se mantuvo constante en aislamientos sin genes de PMQRs (46% y 50%,
respectivamente)’®. Aln mas, Poirel y col. reportaron falla de tratamiento con norfloxacina en
una infeccidn urinaria por E. coli productora de gnrA1, que no contenia mutaciones en QRDRs. A
los 5 dias de finalizado el tratamiento, la variante recuperada de la falla terapéutica tuvo 2
mutaciones en gyrA, y una en parC, con un consecuente aumento mayor de 64 veces en la CIM
de ciprofloxacina.”” Otros trabajos mostraron una asociacidn significativa entre la emergencia de
genes de PMQRs y el nivel de no sensibilidad a ciprofloxacina de aislamientos de K. pneumoniae,
Enterobacter spp. y E. coli, de un hospital de Jerusalén.”®, 7° En un estudio prospectivo, con
aislamientos de Enterobacter spp. y K. pneumoniae de bacteremias de un hospital de Corea, se
observd que la presencia de genes gnr estaba significativamente asociada a la seleccion de
resistencia multiple, y a hospitalizaciones mas largas (2 semanas), sin que se observara mayor
mortaalidad. Finalmente, también de demostrd falla en la respuesta microbioldgica, utilizando
un modelo de neumonia en ratones infectados con aislamientos de K. pneumoniae, con, o sin
gnrA1, y tratados con ciprofloxacina, o levofloxacina. Luego del tratamiento con estas drogas, no
se observé reduccion en el conteo de bacterias viables en pulmdn en las infecciones con K.
pneumoniae con gnrAl. Ademas, la tasa de sobrevida de los animales infectados con K.
pneumoniae con gnrAl fue el 53% de la correspondiente a las infecciones sin este gen, en
concordancia con el resultado anterior. &

Seccion 1.11 Epidemiologia molecular de los PMQRS y antecedentes
en Argentina

La informacion existente en la bibliografia internacional muestra que los PMQRs se han
diseminado principalmente mediante EGMs, incluyendo plasmidos de diferentes grupos de
incompatibilidad y tamafios, transposones, islas gendmicas e integrones, y generalmente se
encuentran asociados a otros genes de RAM. Si bien la diversidad de EGMs a los que se asocian
los genes de PMQRs es amplia, en varios de ellos los entornos son similares. En la mayoria de
estos casos, esta situacion se puede explicar por un origen cromosémico ancestral, que sufrio
una serie de rearreglos genéticos, incluyendo transposiciones, recombinaciones, deleciones e
inserciones, que generaron las estructuras que se observan actualmente en los aislamientos
secuenciados. >° A continuacion se describe brevemente lo que se conoce sobre la epidemiologia
molecular de los PMQRs descriptos hasta el momento en el mundo y en la Argentina.

(a) Genes gnr

Varios de los alelos de las familias gnrA y gnrB se diseminaron mediante ICC1, dentro de
la vr-2, incluyendo una duplicacién de la misma, en esta tesis se denominaron integrones “twin”
(Figura 26). Se propuso que los genes gnrA fueron secuestrados de un cromosoma ancestral del
género Shewanella. En Latinoamérica, los genes gnrA, se reportaron principalmente en Brasil,
México y Uruguay, aislados de muestras de diversos animales y humanos.>® Particularmente en
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Argentina, sélo se reportaron aislamientos de E. coli con gnrA, obtenidos de aves de consumo, si
bien el tipo de alelo Ay la plataforma de este gen no fue caracterizada. &
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Figura 26. Entornos genéticos para diferentes genes de gnr. A la izquierda y arriba de cada estructura se indica el
nombre del pldsmido y del integrén (en los casos en que fueron asignados) ademas de la fecha y ubicacién geografica
del aislamiento portador. Los genes se representan con flechas seglin su marco de lectura, y los colores se asignaron:
en rosa genes de RAM, en violeta genes gnr, en gris los genes sap y psp que acompafian algunos gnr, en azul la
integrasa (int/1), en rojo ISCR1, en verde genes correspondientes a las regiones 3'CS, en amarillo 1S26, y en celeste
otros ORFs.
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Con respecto a la familia gnrB, en la cual se describieron la mayor cantidad de alelos (85),
se demostrdé que provienen del cromosoma de aislamientos del complejo Citrobacter freundii.
Esto se pudo determinar debido a que los entornos genéticos de todos los alelos gnrB descriptos
son muy similares entre si, y a sus homdlogos encontrados en el cromosoma de C. freundii. Por
ejemplo, en los ICC1 portadores de alelos gnrB, la vr-2 contiene dos regiones muy conservadas
que flanquean a dichos alelos. En primer lugar, rio abajo de estos alelos gnrB, se localiza el operdn
sapCBA, (codifica para un sistema de transporte de péptidos). En segundo lugar, rio arriba de los
alelos gnrB, se localiza el operdn de genes psp (codifica para proteinas asociadas a estrés por
fagos; phage shock protein) (Figura 26). En un trabajo previo de nuestro grupo en colaboracidn
con otros de Argentina, se describié por primera vez el alelo gnrB10, el cual se localizé en la vr-2
de un ICC1, denominado In37::ISCR1::qnrB10. Este gen estaba flanqueado por las regiones
conservadas mencionadas anteriormente: el operdn sapCBA, y solo un fragmento 3’ del gen pspF,
del operdn psp. 4782 Al respecto, cabe aclarar que la extension de las regiones sap y psp que
flanquean diferentes alelos gnrB es muy variable, en concordancia con diferentes eventos de
secuestro de dichos alelos, mediados por ISCR1. Esto constituye una evidencia mas que sostiene
el modelo propuesto por Toleman para explicar el origen de los ICC1 (ver Figura 15). Se debe
notar que In37::ISCR1::gnrB10 tiene una vr-1 idéntica a las de In37::ISCR1::qnrB4,
In37::ISCR1::qnrB6 e In37::ISCR1::qnrA1, demostrando que los ICC1s pueden tener la misma vr-1
pero distintas vr-2 (Figura 26). A su vez, gnrB10 también se encontrd en Argentina en dos ICC1s
que tenian la misma vr-2 que In37::ISCR1::qnrB10, pero distintas vr-1%2, al igual de lo que ocurre
en las dos estructuras que contienen gnrB2 indicadas en la Figura 26. Estos hechos demuestran
la gran diversidad de combinaciones de genes de RAM que pueden tener ambas regiones
variables.

En todos los aislamientos portadores de gnrB10 identificados en otros estudios previos
de nuestro grupo, este gen se localizd en ICCls que tenian una vr-2 idéntica a la de
In37::ISCR1::qnrB10, pero no se caracterizaron las respectivas vr-1, ni sus entornos genéticos, ni
sus plasmidos portadores. 74 8

Otros alelos gnrB se localizan en plataformas distintas a los ICCls. Para gnrB19, se
describieron dos plataformas distintas, si bien, en ambas, las secuencias inmediatamente
flanqueantes a este alelo estan altamente conservadas con respecto a otros alelos gnrB (por
ejemplo, la presencia de ApspF, rio arriba de gnrB19). Estas dos plataformas se describen a
continuacion.

a) Plasmidos muy pequefios (aproximadamente 2,7-7 kb), de tipo ColE1 y similares entre
si, descriptos en diversos paises. Estos pldsmidos son no conjugativos, pero si movilizables y no
contienen ningun otro gen de RAM, ni otros EGMs (Figura 27A). 84, 8>, 86 87 88 89 50 91 92 93

En trabajos previos de nuestro grupo, se caracterizaron cuatro plasmidos tipo ColE1 que
contenian gnrB19, y uno de ellos, denominado pPAB19-1 (2,699 kb), fue idéntico a los descriptos
en otros paises.” 8 %4 Estos plasmidos estuvieron casi ausentes en especies tipicas de infecciones
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hospitalarias, como K. pneumoniae, Enterobacter spp., C. freundii y Serratia marscencens,
encontrandose casi exclusivamente en E. coli y Salmonella spp. (especies tipicas de infecciones
de la comunidad), por lo cual se los considera reservorios de gnrB19. 7* 83 Estos plasmidos no se
incluyeron en esta tesis porque fueron bien caracterizados previamente.

A Plasmidos del tipo ColE1

orilT nrB19 ApspF
PAB19-1 &_Q q_—ﬂ—
IRR
B Transposones derivados de ISEcp1 100% identidad |
| Tn2012 |
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— ¢
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Figura 27. Entornos genéticos de gnrB19. Las lineas negras gruesas representan la secuencia de ADN. Los genes se
representan con flechas y la direccion indica el marco de lectura, el color violeta identifica los genes gnr, el gris los
genes psp y el celeste tnpA. Con forma de circulo blanco se representa el oriT y como un rectangulo verde la regién
rep. Las regiones con identidad entre las secuencias se resaltan con un sombreado gris para un 100% de identidad y
rosa para un 98,1%. A) Entorno de gnrB19 encontrado en los pldasmidos del tipo colE1l (pPAB19, GQ412195). B)
Entorno de gnrB19 en transposones Tn2012, Tn5387y Tn5387-like identificados en los plasmidos pR4525 (EU523120),
pLRM24 (EU624315), y p61/9 (FI790886). Estos transposones estan compuestos por una ISEcpl que capturd a gnrB19
al utilizar un IRR alternativo (marcados en la figura como tridngulos negros), razén por la que las deleciones en el gen
pspF tienen diferentes longitudes en los tres casos detallados. %

b) Transposones derivados de ISEcp1C, portadores de gnrB19 (como Tn2012), que se
describieron en Colombia (E. coli) ®>, Estados Unidos (K. pneumoniae) °® e Italia (S. enterica) ®7 , y
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estan localizados en plasmidos de 21 a 80 kb (Figura 27B). Estas estructuras fueron muy similares
entre si, y su analisis demostro la captura del alelo gnrB19 por ISEcp1C.

Si bien en Argentina no se habian identificado estos transposones, una caracterizacién
parcial realizada en uno de nuestros trabajos previos, sugirié que gnrB19 estaba en un contexto
similar. 7 Ademas, en otro estudio de nuestro grupo, se encontraron dos aislamientos portadores
de gnrB19, cuyo analisis parcial sugirié la presencia de un entorno genético diferente a los a los
dos mencionados aqui. &

Otros alelos de gnrB, distintos a gnrB19, se encontraron también en plataformas
diferentes a los ICC1, asociados a diversas ISs (en especial 1S26), como gnrB1. %7

En cuanto a los genes de las familias gnrC, qnrD, gnrE y gnrS no suelen encontrarse
asociados a ICC1s, sino mas bien a ISs. El gen gnrC, como ya se menciond anteriormente, es poco
frecuente a nivel mundial, aunque se encontrd en varias Enterobacterales, incluyendo E. coli y
los géneros Proteus, Klebsiella, Shigella, pero con muy pocos reportes hasta el momento. Este
gen se encontroé asociado a ISPmi1 (familia I1S3), y su origen probablemente sea el cromosoma de
Vibrio spp.>®

La familia gnrD es otra de las que se encuentran poco frecuentemente, si bien hay mayor
cantidad de reportes que para gnrC. El origen de estos genes aun se desconoce, y se localizan
generalmente en plasmidos muy pequefios (menores a 10 kb), encontrados por lo general en
aislamientos de la tribu Proteeae, que comprende los géneros Proteus, Morganella y
Providencia.>® En Latinoamérica, hasta el momento sélo se reportaron en Argentina, Brasil y
Uruguay.%67 98 En un trabajo previo de nuestro grupo, que constituyo el primer reporte de gnrD1
en las Américas, se describieron dos aislamientos de Proteus spp., que portaban este gen en
plasmidos pequefios, de aproximadamente 2,4 kb, sin otros genes de RAM, ni asociados a
EGMs.”4, 2° Estos pladsmidos fueron bien caracterizados previamente, por lo cual no se incluyeron
en esta tesis.

Nuestro grupo de trabajo describidé por primera vez, el primer miembro de la familia
gnrE.3® En este mismo trabajo, se propuso que gnrEl fue movilizado por ISEcpl desde el
cromosoma de Enterobacter spp. (considerado el origen de la familia gnrE), a un plasmido de un
aislamiento clinico de K. pneumoniae, denominado pKp1130 (aproximadamente 185 kb), que fue
caracterizado parcialmente 3¢ Posteriormente, se hicieron varios reportes de este gen en Brasil,
en muestras de origen humano y animal, y en todos ellos, gnrE1 también estaba asociado a
ISEcp1, y localizado en plasmidos del grupo M1. 190 101 En Uruguay también se identificaron varios
aislamientos con gnrE1, s6lo en muestras de origen animal, aunque sus plataformas genéticas no
se caracterizaron.'%?, También se reportaron genes gnrE en otras partes del mundo, como en
China, donde, ademas, se identificaron nuevos alelos de esta familia, todos en Enterobacter spp,
y movilizados también por ISEcp1.103
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Los genes de la familia gnrS, se asocian a ISs, como 1S2, 1S26, e ISEc1, y a transposones
unitarios, como Tn3 (Figura 26). *° En Latinoamérica se encuentran diseminados en varios paises

incluyendo Argentina, Brasil, México y Peru, tanto en muestras de animales como de humanos.
60

(b) aac(6’)-Ib-cr
En cuanto al gen aac(6’)-1b-cr, se encontré en 3 entornos genéticos distintos:

(@) como primer casete de IC1 o ICC1, por ejemplo, en In37:ISCR1::qnrB10 o
In37::ISCR1::qnrA1, ya mencionados &

(b) en el transposén Tn6238, en el cual aac(6’)-1b-cr también se encuentra en forma de
casete. Este transposon se describid por primera vez en Argentina, y se propuso que surgio del
Tn1331, mediante la adquisicion de las dos mutaciones en el gen aac(6’)-1b, que lo transforman
en aac(6’)-Ib-cr. 1°* (Figura 28)

(c) asociado a 1S26 y blaoxa-1. 7, 105, 106

El gen aac(6’)-Ib-cr estd ampliamente diseminado en Latinoamérica y el mundo.%0>% 67
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Figura 28. Esquema evolutivo de Tn6238. Por arriba y abajo de la linea gris gruesa se indican los genes y ORFs (flechas)
en orientacion directa y complementaria, respectivamente. Los genes de RAM se indican con color fucsia. Un Th3
habria incorporado los genes de resistencia aac(6’)-lb, aadAl, blaoxas duplicando una regién del tnpR e
interrumpiéndolo, formando lo que se denomina Tn1331. Este transposén habria sufrido recombinacion homaologa o
adquirido mutaciones en el gen aac(6’)-Ib , dando lugar al Tn6238, que consiste en la misma composicién del Tn1331,
pero con aac(6’)-1b-cr7 en lugar de dicho gen. Adaptado de Quiroga y col. 1

(c) gepA

Los genes gepA también se encuentran asociados a diferentes ISs, como 1S26, e ISCR3C,
o bien, formando parte de un integron de una estructura genética inusual. Si bien el reservorio
natural de estos genes sigue siendo desconocido, la secuencia de aminoacidos de la proteina
QepA comparte identidad con proteinas de membrana de actinobacterias pertenecientes al
orden Actinomycetales. 63 Estos PMQRs no son muy frecuentes, en especial en Latinoamérica,
donde sélo hubo pocos reportes de Argentina, Bolivia y México. ©°
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(d) ogxAB

El operén ogxAB es ubicuo en algunas Enterobacterales: se encontrd en casi todos los
cromosomas de aislamientos de K. pneumoniae y Raoultella spp, y en varios de K. oxytoca. Como
ya se menciond en seccién 1.11 - (d), cuando ogxAB se localiza en el cromosoma, estd asociado
a dos genes: rarA y ogxR, que son reguladores del operdn positivo y negativo, respectivamente.
Sin embargo, se observd que en la mayoria de los casos los genes 0gxAB no se expresan por lo
gue no confieren resistencia. Por lo tanto, no se considerd pertinente en esta tesis realizar un
analisis de los genes ogxAB en Klebsiella spp., ya que se consideraron de localizacion
cromosomica, y no tienen impacto de relevancia clinica sobre la resistencia a quinolonas.

Los genes ogxAB también se describieron en plasmidos, donde estaban flanqueados por
IS26. Los genes ogxAB plasmidicos mostraron alto porcentaje de similitud con sus homdlogos
cromosomicos. Estos hallazgos sugieren que estos genes fueron movilizados por I1S26 desde su
localizacién cromosdmica original.'®” El primer pldsmido conteniendo o0gxAB, denominado
pPOLA52, se identificd en una E. coli aislada de cerdos. En pOLA52, ogxAB estaba flanqueado por
IS26 formando un transposén denominado Tn6010, de 6.731 pb (Figura 29). %8 Flanqueando uno
de los extremos del Tn6010, se localizé el gen bleO (resistencia a bleomicina), y rio arriba del
mismo se observd un Tn3 interrumpido por IS26. Flanqueando el otro extremo del Tn6010, se
encontrd un transposon compuesto de IS1 (5,6 kb), denominado Tn6011 (Figura 29). Los genes
mrkABCDF que portaba Tn6011, incrementan la eficiencia de la conjugaciéon y la formaciéon de
biofilm en algunas enterobacterias. Ambos transposones (Tn6010 y Tn6011) también se
encontraron en el cromosoma de K. pneumoniae con alta identidad, por lo que se estima que
ambos provienen de un mismo origen.'®” En un pldsmido de Salmonella, se encontrd la misma
estructura de 10 kb, ATn3-1S26-bleO-Tn6010 (Figura 29), descripta en pOLA52, por lo cual se
propuso que esta estructura podria movilizarse como una sola unidad.

. Tn6010 . | Tn6011
' ogxA ' ‘
52670 1526 oqxB 1526 blaTEMS1 151
. | )[L 1 e e K -|—- 1 ! | D= pOLA52

‘ tnpA. tnprIaTEM
[ = | Tn3

Figura 29. Entorno genético ogxAB en pOLA52. Los genes se representan con flechas indicando el sentido del ORF.
Los genes de RAM se identifican en color magenta y las IS26 en amarillo. Los genes 0gxAB se identificaron dentro del
Tn6010 el cual estd flanqueado por secuencias que tienen identidad con el Tn3. Ademas, al lado del Tn6010 se
identificd el Tn6011. Figura adaptada de Norman y col. 108
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El operdn ogxAB, se encontrd en plasmidos transferibles pertenecientes a distintos
grupos, como F, |, HI, y X. Este gen esta mas reportado en muestras obtenidas de animales que

de humanos, Y sélo se reportd con muy bajas frecuencias en Argentina, Brasil y Colombia. ©°

Nuestro grupo de trabajo describid la presencia de los genes 0gxAB en un aislamiento
clinico de E. coli, pero no se analizé si estaban asociados a algin EGMs, ni se caracterizaron sus
entornos genéticos. Hasta donde sabemos, este trabajo constituye el Unico reporte en Argentina
de 0gxAB, en Enterobacterales diferentes de Klebsiella spp.*%°

Seccién 1.12  Antecedentes y relevancia del tema de estudio de esta
tesis

En el marco del proyecto de investigacion de caracterizacion de PMQRs de nuestro
laboratorio y en estudios previos a esta tesis, se analizaron 2 colecciones, con un total de 1163
aislamientos de Enterobacterales de 74 hospitales de todo el pais. El objetivo de este analisis
consistié en identificar los PMQRs circulantes en Argentina y estimar su prevalencia. Se
identificaron diversos genes de PMQRs, como gnrB1, gnrB2, qnrB10, gnrB19, qnrD1, qnrS1, gnrE1
y aac(6’)-1b-cr, pero solo se caracterizaron los plasmidos menores a 3 kb (plasmidos tipo ColE1,
portadores de gnrB19, y los portadores de gnrD1) y dos plataformas genéticas contenidas en
pldsmidos de mayor tamafio, que contenian gnrB10 y gnrE1. 7% 8% 83, 94 99,103 Adem3s, se
identificaron 45 aislamientos que tenian un fenotipo de sensibilidad a quinolonas compatible con
la presencia de PMQRs, pero en los cuales no se pudo detectar, mediante PCR, ninguno de los
genes de PMQRs conocidos hasta ese momento.

En segundo término, si bien en la bibliografia internacional existian estudios de
caracterizacion de plasmidos portadores de PMQRs, hasta nuestro conocimiento nunca se habia
realizado un analisis sistemdtico de una coleccion de plasmidos portadores de PMQRs,
circulantes en diversos hospitales de una misma regién geografica. Ademas, es comun que los
plasmidos portadores de PMQRs contengan varios genes de resistencia a otros antimicrobianos,
lo cual conlleva a la coseleccion de genes de RAM vy, por lo tanto, a multirresistencia. La
caracterizacion molecular completa de plasmidos portadores permitiria identificar los replicones
asociados a distintos PMQRs y a otros genes de RAM circulantes en nuestro pais, y ademas
determinar el rol que juegan en la diseminacién de los PMQRs varios EGMs muy relevantes en la
diseminacién de genes de RAM, como 1S26, ISEcp1, Tn3 y sus derivados, etc. Este trabajo también
tiene como producto de suma importancia la obtencion de una coleccidn de secuencias completa
de pldsmidos de Enterobacterales portadores de genes de PMQRs circulantes en los hospitales
de nuestro pais, lo cual podra servir para abrir futuras lineas de investigacién sobre la relevante
tematica de la RAM.

Por lo tanto, este trabajo también tiene impacto clinico y epidemiolégico dada la
importancia del estudio y caracterizacion de las plataformas moleculares de los genes de RAM.
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"La ciencia es el arte de crear preguntas mds que de dar respuestas.”

- Claude Lévi
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2 Objetivos

Objetivo General I:
Identificar y caracterizar nuevos PMQRs en aislamientos clinicos de enterobacterias del pais.

Objetivos especificos:

1) Identificar nuevos PMQRs en un conjunto de enterobacterias clinicas que presentan perfiles
de sensibilidad a quinolonas compatibles con la presencia de esos mecanismos, pero en las
gue no se detectd ningun PMQR ya descripto.

2) Caracterizar los genes codificantes para los nuevos PMQRs identificados.

3) Implementar un sistema de deteccién molecular para los nuevos PMQRs caracterizados.

Objetivo General Il

Analizar los plasmidos portadores de los genes de PMQRs identificados en Argentina.

Objetivos especificos:

1) Obtener una coleccion de plasmidos (plasmoteca) portadores de genes codificantes para
PMQRs.

2) Realizar un andlisis completo a nivel molecular de los plasmidos obtenidos.
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"La investigacion cientifica debe estar orientada

hacia la solucion de los problemas del hombre y de la sociedad".

- Manuel Sadosky
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3 Materiales y métodos

Seccidén 3.01 Aislamientos clinicos de enterobacterias

A fin de identificar los genes PMQRs circulantes en Argentina, y estimar su prevalencia a
nivel nacional, en dos proyectos previos de nuestro laboratorio se habian estudiado dos
colecciones de enterobacterias clinicas. 74 82 83,9499, 103En | primero de estos proyectos, se utilizd
la Coleccién A compuesta por 105 aislamientos de enterobacterias con fenotipos inusuales de
sensibilidad a quinolonas, enviados a nuestro laboratorio (Laboratorio Nacional de Referencia en
resistencia a los antimicrobianos) durante el periodo 2005-2008, por 31 laboratorios clinicos
(CABA y 11 Provincias). Estos fenotipos inusuales sugerian la presencia de mecanismos de
resistencia a quinolonas de bajo nivel y, por lo tanto, dificiles de jerarquizar como sensibles o
resistentes en las pruebas de sensibilidad de rutina realizadas en esos laboratorios.?® En el
segundo proyecto, se utilizé la Coleccién B, compuesta por 1.058 aislamientos de enterobacterias
recolectados consecutivamente durante un periodo de cinco dias (abril 2007), en 66 hospitales
de la Red WHONET-Argentina® (CABA vy las 23 Provincias). A diferencia de la anterior, esta
coleccién era apropiada para estimar prevalencia de PMQRs, por incluir aislamientos no
seleccionados.

En la Coleccidn A, el 57% (60/105) de los aislamientos tuvieron genes de PMQRs, lo cual
era esperable, dado el sesgo de esta coleccién hacia la presencia de esos genes’. En la Coleccidon
B, la prevalencia de PMQRs fue muy variable de acuerdo a la especie: 63% en C. freundii
(concuerda con el rol de reservorio de genes gnrB propuesto para esta especie); 22% en Klebsiella
spp.; 13% en Enterobacter spp.; 11% en Salmonella spp.; 5,9% en E. coliy 3,1% en Proteus spp.
No se encontraron PMQRs en Serratia spp., Shigella spp., Providencia stuartii y Morganella
morganii.®?

En los 119 aislamientos de ambas colecciones: C. freundii (5), E asburiae (2), E. cloacae
(12), E. coli (24), K. oxytoca (4), K pneumoniae (52), M. morganii (1), P. mirabilis (1), P. vulgaris
(1), Salmonella (15) y S. marcescens (2); se realizé la busqueda de los PMQRs descriptos hasta
ese momento. Los genes encontrados fueron: gnrB1 + aac(6’)-1b-cr; gnrB2 y gnrB10, ambos sin,
y con aac(6’)-Ib-cr; gnrB6; gnrB9; gnrB19; qnrB28; qnrD1; qrnrS1, sin, y con, aac(6’)-1b-cr; aac(6’)-
Ib-cr (s6lo) y ogxA/ogxB (s6lo, o combinado con otros genes PMQRs,). Los alelos gnrB6, gnrB9 y
gnrB28 solo se identificaron en cuatro C. freundii (1, 2 y 1 aislamientos, respectivamente), pero

1 En 1989, el Servicio Antimicrobianos implementé la Red Nacional de Vigilancia de la Resistencia a los
Antimicrobianos, WHONET-Argentina, constituida actualmente por 89 centros de referencia, o Referentes
Jurisdiccionales (laboratorios de microbiologia de centros de salud publicos y privados), y sus laboratorios periféricos
(su funcionamiento en la Red se articula con los correspondientes Referentes Jurisdiccionales).

70



Materiales y métodos - Sensibilidad a los antimicrobianos

se localizaron en el cromosoma, por lo que no se tuvieron en cuenta para el desarrollo de esta
tesis. Los genes gnrA, gnrCy qgepA no fueron encontrados en ninguna de las colecciones.

Durante el desarrollo de esta tesis (entre marzo de 2014 y abril de 2017), fueron derivados
5 aislamientos clinicos al LNR que formaron parte de otros proyectos de investigacién. Se
incluyeron a la plasmoteca ya que se contenia acceso a las secuencias y se consideraron
pertinentes para ampliar el conocimiento de los PMQRs y sus plataformas. Estos aislamientos
son:

1) K. quasipneumoniae M17277, contenia qnrB4 y qnrB52, ninguno de ellos
reportados previamente en Argentina, ademas el Unico aislamiento con dos gnrB, es decir tres
PMQRs en total (qnrB4, gnrB52 y aac(6')-1b-cr5).

2) K. pneumoniae M21692, portador de gnrE1.

3) E. cloacae M17464 Unico aislamiento encontrado portador de gnrA1.

4} K. pneumoniae M22246 portador de gnrB1.

5) P. stuartii M21014 portador de gnrB1.

Los aislamientos se identificaron mediante pruebas bioquimicas convencionales: Agar TSI
(triple azucar hierro), agar LIA (lisina, hierro, agar), agar CITRATO, medio SIM (sulfuro, indol,
movilidad) y MIO (movilidad, indol y ornitina).

Seccion 3.02 Sensibilidad a los antimicrobianos

Se determind la sensibilidad a los antimicrobianos mediante el método de difusiéon con
discos (antibiograma) siguiendo la metodologia establecida por el CLSI.11° Brevemente, en esta
técnica se inoculd la superficie de una placa de agar Mueller Hinton con un hisopo previamente
embebido en una suspension de la bacteria a analizar, ajustada a una turbidez 0,5 en la escala
McFarland. Sobre esta placa inoculada se colocaron los discos comerciales de los antibidticos a
ensayar, y se incubd a 35 £ 2°C, durante 16-18 hs. Se utilizaron los siguientes antibiéticos:
ampicilina, cefotaxima, cefepime, ceftazidima, piperacilina-tazobactam, imipinem, 3acido
nalidixico, ciprofloxacina, pefloxacina, levofloxacina, amikacina, kanamicina, tobramicina,
gentamicina, cloranfenicol, trimetoprima- sulfametoxazol, y tetraciclina. Se utilizaron los puntos
de corte establecidos por el CLSI. 110

La deteccidon fenotipica de B-lactamasas de espectro extendido (BLEEs) se realizd
evaluando la sinergia producida entre cefotaxima y/o ceftazidima con &cido clavulanico. 1*°
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Seccion 3.03  Conjugaciones biparentales

Se realizaron ensayos de conjugacion biparental de acuerdo a un método descripto
previamente!!!, utilizando E. coli J53 resistente a azida sddica (Az-R) como cepa aceptora. El
fenotipo Az-R es cominmente utilizado por los distintos grupos que trabajan con PMQRs, ya que
permite la selecciéon de transconjugantes de la cepa aceptora sin utilizar antibidticos de uso
clinico y, de esta forma, se puede analizar la transferencia de genes que confieren resistencia a
los mismos. Se seleccionaron las transconjugantes sembrando 100 ul de cada dilucidn en placas
de TSA con 0,03 pg/ml de ciprofloxacina y 200 pg/ml de azida para la seleccion de
transconjugantes. Se dejaron crecer todas las placas de seleccion y de controles 18hs a 35°C.
Todos los ensayos de conjugacion se realizaron incubando la mezcla de cultivos del aislamiento
clinico dador y la cepa aceptora a la temperatura mencionada, excepto en casos especiales
indicados en Resultados, en los que se realizd a 25°C. Las transconjugantes se identificaron
mediante pruebas bioquimicas y se comprobd la transferencia del fenotipo de resistencia
analizado mediante antibiograma. Ademas, en los casos en los que se conocia el/los genes/es a
transferir, se realizd una PCR con cebadores especificos para confirmar su presencia. Cuando se
conjugaron aislamientos clinicos de E. coli como dadores, la presencia de transconjugantes
derivadas de E. coli J53 Az-R se confirmd mediante la prueba bioquimica adicional de ornitina
(deteccién de la enzima ornitina decarboxilasa) ya que el aislamiento E. coli J53 (ornitina
negativa) tiene un fenotipo atipico para esta especie bacteriana. Para el aislamiento M17277, fue
necesario hacer la incubacién a temperatura ambiente (25°C) para permitir la conjugacion de un
plasmido del grupo de incompatibilidad HI1.3!

Seccién 3.04 Reaccién en cadena de |la polimerasa (PCR)

La deteccion genotipica de la resistencia se realizé por el método molecular PCR utilizando
cebadores (primers) que se detallan en la tabla 3. Para llevar a cabo la PCR, la extraccion de ADN
se realizé mediante el método de “boiling”. Las condiciones de reaccién fueron las siguientes: 2,5
ul de ADN molde, 0,3 pl (1 U) de Taqg polimerasa (Invitrogen CA, USA), 2,5 ul (1x) de buffer 10x,
0,75 pl (1,5 mM) de cloruro de magnesio, 0,5 ul (0,2 uM) de cada uno de los cebadores, 0,5 ul
(0,2 mM de cada uno) de los dNTPs, en un volumen final de 25 ul. Como controles positivos se
utilizaron muestras conteniendo los genes de interés, caracterizadas previamente en el
laboratorio, y como control de extraccidon se amplificé el gen que codifica para el ARNr del 16S
en todos los aislamientos. El programa de ciclado de temperaturas para la PCR dirigida contra
cada gen consistid en:

a) Desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 minutos.

72



Materiales y métodos - Secuenciacién por Sanger

b) Treinta ciclos, con las siguientes etapas: 30 segundos de desnaturalizacién, a 94°C; 30
segundos de pegado de primers o annealing, a la temperatura especifica para el gen analizado
(ver tabla 3 de cebadores); y 1 minuto de extension a 72°C.

c) Extension final a 72°C durante 5 minutos.

Una alicuota de 5 pl de cada producto de amplificacion se analizé mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1% en buffer TBE 0.5X (Tris-borato 4,45mM; EDTA 1mM pH 8,3), con 10
mg/ml de bromuro de etidio, realizando la corrida a 120 V, durante 60 min. Las bandas de ADN
se visualizaron y guardaron mediante el registrador de imagenes Molecular Image Gel DOC XR
(BioRad).

Tabla 4. Cebadores utilizados para las PCRs ensayadas en esta tesis.

Gen Amplicon Nombre Secuencia Temperatura de
P del primer Annealing (°C)
o co0 GnrNEW-F 5_CCCTGATTAAAGGAAGCCGT-3’ )
q gnrNEW-R 5'-GAGCTAATCCGGCAGCACTAT-3’
gnrB-F 5 -CCGACCTGAGCGGCACTGA-3'
qnré 224 qnrB-R 5'-CGCTCCATGAGCAACGATGCCT-3’ 2>
qgnrs-F 5" ACGACATTCGTCAACTGCAA 3’
Gl 417 gnrS-R 5 TAAATTGGCACCCTGTAGGC-3’ 2>
aac-cr-F 5 GCTCTTGGAAGCGGGGACGAAA-3’
aacCh 277 aac-cr-R 5'-GAACCATGTACACGGCTGGACCGTA-3’ >
eoHIL . HIT-FW 5 GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC-3’ o
P HI1-RV 5’ TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA-3’
HI2-FW 5 TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC-3'
HI2 647 60
e HI2-RV 5'-GGCTCACTACCGTTGTCATCCT-3’
ORFSI3 .. InsB6-R 5 _GAAGCGTGTGAGGTTG-3’ 4
qnrB ) gnrB_out5 5’- ACAGAAACCGCTTCACC -3’

Seccidn 3.05 Secuenciacion por Sanger

Las reacciones de secuenciacion de ADN por Sanger se realizaron por el método de los
terminadores de cadena de Sanger, utilizando el equipo comercial BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific), de acuerdo a las recomendaciones
del fabricante, y secuenciadores automaticos 3500 Genetic Analyzer (Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas, ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”). El ADN molde para las reacciones de
secuenciacion por Sanger se obtuvieron por PCR. Se utilizaron los mismos cebadores empleados
para la amplificacién por PCR. Las secuencias de ADN obtenidas se visualizaron y analizaron con
el software Chromas (https://technelysium.com.au/wp/chromas/).
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Seccion 3.06 Endonucleasa S1 vy perfil plasmidico

Para realizar la caracterizacidon del perfil plasmidico, se aplicd la técnica de nucleasa S1,
gue consiste en linealizar las moléculas circulares de los plasmidos mediante un corte Unico Las
moléculas linealizadas se separan mediante electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE),
estimando su tamafio con estandares de peso molecular conocido. Este procedimiento se realizé
de la siguiente forma. A partir de un cultivo fresco de 16 hs. de la bacteria a ensayar, se aislaron
las células por centrifugacién a 13.000 R.P.M., y se resuspendieron en 0,5 ml de Buffer de
Suspension de Células (BSC, 100 mM Tris-HCI, 100 mM EDTA, pH 8), hasta una densidad dptica
(DO) de 5 unidades a 620 nm. Esta suspension se incubd 10 minutos a 42°C, y luego se mezcld
con un volumen de agarosa de bajo punto de fusion al 1,5% en buffer PIV (10 mM Tris-HCI, 1 M
NaCl, pH 8), precalentado a 42°C. Mediante una micropipeta, se depositaron alicuotas de 20 pl
de esta mezcla en una placa de vidrio, que luego se cubrié con un portaobjetos para aplastar las
gotas de la mezcla y obtener discos de agarosa, denominados “plugs”, que contienen las células
bacterianas intactas. Los plugs se se sometieron a-20°C durante 5 minutos, y luego a temperatura
ambiente, durante 10 minutos, para obtener una éptima gelificacion. Seguidamente, los plugs se
incubaron a 50°C, durante 17 horas, en 1 ml de Buffer de Lisis (BLC, 1% Sarcosyl, en 50 mM Tris-
HCI, 50 mM EDTA, pH 8), conteniendo 1 mg de proteinasa K. A continuacion, los plugs se lavaron
con agitacion cinco veces durante 30 minutos con buffer TE (10 mM Tris-HCIl, 1 mM EDTA, pH 8),
a temperatura ambiente y luego se almacenaron a 4°C en buffer TE. Para realizar la restriccion
con endonucleasa S1, los plugs se equilibraron en buffer S1 (50 mM acetato de sodio, 2,8 mM
NaCl, 45 mM ZnS04, pH 4,5), a 37°C durante 30 minutos, y luego se agregaron 0,5 unidades de
endonucleasa S1 (Promega) por plug, en un volumen final de reaccién de 100 pl, continuando la
incubacién a 37°C, durante 45 minuto. Los plugs se sembraron en un gel de agarosa calidad PFGE
(BioRAD) al 1% en buffer TBE 0,5X, junto con el genoma de Salmonella Braenderup digerido con
la enzima de restriccién Xbal, que se utilizé como marcador de peso molecular. Para el PFGE se
utilizé un equipo CHEF DR-IIl (BioRAD), con las siguientes condiciones: 200 V (6 V/cm), 14°C con
un tiempo inicial de pulsado de 5 segundos, final de 35 segundos y 20 horas de corrida. Una vez
terminada la corrida electroforética, el gel se tifid con bromuro de etidio para visualizar las
bandas de ADN. El analisis del gel y la estimacion del tamafio de las bandas observadas en el gel
se realiz6 mediante el software Image Lab, version 6.1 (BioRad), utilizando los tamafios ya
conocidos de los fragmentos del genoma de Salmonella Braenderup.

Seccion 3.07 Extraccion y Secuenciacion Masiva (NGS) de ADN

El flujo de trabajo que se utilizd para el analisis bioinformatico de los plasmidos portadores de
PMQRs se explica en detalle en las proximas secciones y se resume en la Figura 30.
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Extraccion de ADN

En algunos casos se realizé extraccion de
plasmidos, en otros genoma completo.

Secuenciacion lllumina

-Control de calidad: FastQC
-ldentificacion de especies: Kraken2
-Deteccion de genes de RAM: ARIBA

Flujo de
Trabajo

Analisis

Bioinformatico

(3 )

Ensamble de novo

-Unicycler
-Control de calidad: QUAST

. . . -Visualizacion: Bandage, Bioedit
Analisis de Contigs -Identificacién de genes de RAM:

ResFinder, AMRfinderPlus

(paso 5 solo si el contig con el gen
de resistencia no esta circularizado,
sino continua el paso 6)

Secuenciacion ONT

-Basecalling: Guppy (online)
-Estadisticas: Assembly-stats
-Ensamble Hibrido: Unicycler, Trycycler
-Métricas de lecturas: assembly-stats

6,

Analisis plasmidico

-Anotacion: PROKKA

-ldentificacion de genes de RAM: AMRfinderPlus
-Grupos de replicones: PlasmidFinder

-IS/Tn3: ISFinder, BLASTn

-Integrones: Integron Finder

-Regiones conjugativas: OriTfinder

-Mapeo inverso de lecturas largas de ONT: Minimap2

Comparacion de secuencias

-Comparaciones: BLAST
-Visualizacion: Artemis, ACT, BRIG
-Graficas: Proksee, Adobe lllustrator

Figura 30. Flujo de trabajo utilizado para el analisis bioinformatico de los plasmidos portadores de PMQRs.
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(a) Secuenciacion por Illlumina

La secuenciacién por lllumina se utilizdo el equipo lllumina de Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas, ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”.

El ADN plasmidico se extrajo mediante el Large-Construct Kit (QIAGEN) para su posterior
secuenciacion completa mediante técnicas de nueva generacion (NGS, por las siglas del inglés
Next Generation Sequencing). La cuantificacion del ADN obtenido se realizé mediante el sistema
comercial Qubit dsDNA BR Assay, utilizando el fluorémetro Qubit® 2.0 (Life Technologies).

La secuenciacion de genoma completo se realizé usando la tecnologia lllumina y un
secuenciador MiSeq (lllumina, Inc.,, San Diego, Estados Unidos). Para esto, las bibliotecas
gendmicas se construyeron mediante el sistema comercial Nextera® XT DNA Sample Preparation
Kit (Illumina), de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Brevemente, este sistema consiste
en la fragmentacion del ADN en segmentos de aproximadamente 2.500 pb mediante el
transposdn Nextera XT (por lo cual este proceso se denomina tagmentacion) y la marcacién de
los extremos con secuencias adaptadoras. Se amplificaron por PCR los fragmentos marcados y se
removieron los restos de los productos obtenidos en la PCR, mediante el uso de AMPure XP
beads. Se realizé la normalizacion de las bibliotecas para equilibrar la representatividad de cada
una en la muestra combinada; luego se combinaron voliumenes iguales de las bibliotecas
normalizadas diluidas en buffer de hibridacién y desnaturalizacidn; finalmente se realizd la
generacién de clusters y posterior secuenciacion en la plataforma lllumina MiSeq.

(b) Secuenciaciéon por Oxford Nanopore Technologies (ONT)

Para obtener las secuenciaciones con la tecnologia de ONT, se enviaron los aislamientos
a secuenciar a los Laboratorios de Salud Publica de Ontario, institucion en la cual trabaja el Dr.
Melano, investigador colaborador de los proyectos en los que participa nuestro laboratorio.

La extraccion de ADN para la secuenciacion por la tecnologia de ONT, se realizd6 mediante
el sistema comercial MasterPure Complete DNA & RNA Purification (Epicenter Illumina,
Wisconsin USA), siguiendo las indicaciones del fabricante.

La secuenciacion de lecturas largas se desarrolld6 mediante la tecnologia de ONT. Las
bibliotecas gendmicas se prepararon utilizando 400 ng de cada genoma, mediante el sistema
comercial Rapid Barcoding SQK-RBK004 (ONT), que permite secuenciar hasta 12 genomas al
mismo tiempo. En este sistema, las moléculas provenientes de cada genoma se marcan con un
oligonucledtido, o indice, distinto, en un proceso denominado indexacién o “multiplexado”. La
secuenciacion se realizd con una flow cell FLO-MIN106D, versiéon R9.4.1, utilizando un
secuenciador MinlON, durante 48 hs. La asignacion de bases (basecalling), que transforma los
archivos FASTS de salida del secuenciador, a archivos Fastq, se realizé con Guppy, en forma en
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linea (online). Mediante la herramienta Porcehop se procesaron las lecturas obtenidas para
identificarlas y luego eliminar los adaptadores. 112

Seccion 3.08 Analisis bioinformatico

(a) Control de calidad de las lecturas de Illumina

El control de calidad de todas las secuencias obtenidas mediante la tecnologia de Illumina
se realizé utilizando la herramienta bioinformatica FastQC (versidon 0.11.5)13, que se ejecutd en
entorno Windows. Esta herramienta analiza los dos archivos fastq obtenidos en la secuenciacion
y realiza diversos analisis de calidad. A continuacién de describen brevemente los mas
importantes.

a) Como parte de las estadisticas basicas de secuenciacion, FastQC calcula el porcentaje
de guanina-citosina (%GC) de la secuencia obtenida. Cuando se secuencié ADN total bacteriano,
se tuvo en cuenta que el %GC obtenido fuera acorde a lo esperado para la especie a la cual
pertenecia el aislamiento, o la cepa secuenciada, por ejemplo, 50% para E. coli 53 Az-R.

b) Uno de los analisis mas importantes para determinar la calidad del proceso, es la
calidad de secuencia por base (Per base sequence quality), en el cual se determind la distribucion
de los valores de un score de calidad, denominado Phred, para las bases localizadas en cada
posicion de un alineamiento de todas las lecturas obtenidas (Figura 31). El parametro Phred (Q)
es un numero entero que representa la probabilidad de error estimada para una base en una
lectura de ADN, es decir, la probabilidad de que esa base haya sido asignada incorrectamente. El
score Phred se define como:

Q = —10log10P

donde P es la probabilidad de error. Por ejemplo, si P=0,001 (1 error en 1.000), Q=30.
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Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)

1234567801510 30-34 4548 60-64 75-76 90-94 110-114 135130 160164 185180 210214 235238
Position in read {bp}

Figura 31. Control de calidad de las secuencias mediante FastQC. En el eje de las “X” la posicidn de las bases, y en el
eje de las “Y” el puntaje en cuanto a la calidad. Para cada posicidon hay una caja amarilla que representa un analisis
estadistico mediante un box plot en donde se ve representado: el valor de la mediana como una linea central roja que
atraviesa la caja, el rango intercuartilico (25-75%) representado por la caja amarilla y con los bigotes extremos se
representan el 10% vy el 90% de los valores. La linea azul indica el promedio. Las zonas verde, naranjay roja representan
rangos de calidad: muy buena (Q>28), razonable (28>Q>20) y pobre (Q<20), respectivamente.

En este trabajo de tesis se considerd que un ensayo de secuenciacién por lllumina tenia
un nivel de calidad aceptable cuando las cajas amarillas indicadas en la Figura 31. Control de
calidad de las secuencias mediante FastQC. En el eje de las “X” la posicion de las bases, y en el
eje de las “Y” el puntaje en cuanto a la calidad. Para cada posicidon hay una caja amarilla que
representa un analisis estadistico mediante un box plot en donde se ve representado: el valor de
la mediana como una linea central roja que atraviesa la caja, el rango intercuartilico (25-75%)
representado por la caja amarilla y con los bigotes extremos se representan el 10% y el 90% de
los valores. La linea azul indica el promedio. Las zonas verde, naranja y roja representan rangos
de calidad: muy buena (Q>28), razonable (28>Q>20) y pobre (Q<20), respectivamente., se
localizaron solo en la zona verde, es decir, cuando al menos el 75% de las bases de cada una de
las lecturas del ensayo tenian valores de Q>28. En caso contrario se procedié a repetir la
secuenciacion.

c) Otro analisis de FastQC es la Composicidn de la secuencia por base (Per base sequence
content), en el cual se calculd el porcentaje de cada uno de los cuatro nucleétidos en cada
posicién de todas las lecturas obtenidas (Figura 32).
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Sequence content across all bases
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Figura 32. Composicidn de la secuencia por base a lo largo de la lectura. En el eje de las “X” la posicién de las bases, y
en el eje de las “Y” la proporcion de adenina, timina, guanina y citosina.

Tedricamente, la proporcion de cada base deberia permanecer relativamente constante
a lo largo de las lecturas con %A=%T y %G=%C. Sin embargo, algunos tipos de bibliotecas
gendmicas, como las obtenidas por tagmentacidon, siempre producen un desvio en la
composicion de bases al comienzo de la lectura (hasta la posicidn 15, aproximadamente), el cual
se indica como una alerta, o error, en FastQC. Sin embargo, de acuerdo a los desarrolladores de
esta herramienta (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), no es
necesario corregir este sesgo recortando el principio de las lecturas (trimming), ya que no afecta
en forma relevante el analisis bioinformatico subsiguiente. Por lo tanto, en el analisis de calidad
realizado en esta tesis, se verificd que las lineas que representan la composicion de bases se
mantuvieran constantes y paralelas a partir de la posicion 15 de las lecturas.

d) En el contenido de GC por secuencia (Per sequence GC content), se analizé la
distribucion de lecturas en funcién del %GC (Figura 33). Se deberia obtener una distribucion
aproximadamente normal del %GC, en la cual el pico central deberia corresponder al %GC de la
especie a la cual pertenece el aislamiento secuenciado. De no observarse esta correspondencia,
gue implica una contaminacion en alguna parte del proceso con el genoma de otra especie, se
procedio a secuenciar nuevamente. Sin embargo, también se tuvo en cuenta que podian existir
picos del %GC adicionales, de menor tamafio, que deforman la distribucién normal, y que podrian
corresponder a pldsmidos.
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G distribution over all sequences
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Figura 33. Distribucion del contenido de %GC de las lecturas obtenidas. En el eje de las “X” el porcentaje de GC, y en
el eje de las “Y” la distribucion de secuencias para ese valor de %GC.

e) En el Contenido de Ns por base (Per base N content), para cada posicion del
alineamiento de todas las lecturas obtenidas, se evalud el porcentaje de veces en las que el
secuenciador no pudo asignar ninguna de las cuatro bases candnicas del ADN (asignacion de N).
En esta tesis, se verificd que no existieran posiciones con porcentajes 21%.

f) En el analisis de Distribucién de la longitud de secuencia (Sequence length distribution)
se evalud la distribucion del largo de todas las lecturas obtenidas en un ensayo de secuenciacion
(Figura 34). Para establecer la calidad mediante este analisis, se considerd que solo deberia
observarse un Unico pico correspondiente a la longitud de secuencia de la tecnologia de Illlumina
utilizada para secuenciar, es decir, 250 pb.

Distribution of sequence lengths over all sequences
Sequence Length

14000
12000
10000
8000
6000
4000

2000

© 1570 3034 4549 6064 7579 9094 110114 130134 150-154 170-174 190194 210214 230-234 250-252

Sequence Length (bp)

Figura 34: Distribucion del largo de las secuencias obtenidas en la secuenciacion. En el eje de las “X” largo de las
secuencias en pb, y en el eje de las “Y” la cantidad de secuencias obtenidas para ese valor.

g) Andlisis de Secuencias duplicadas (Duplicate sequences). La gran mayoria de las
secuencias de una biblioteca gendmica correctamente construida se encuentran solo una vez en
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el conjunto final de secuencias. Un bajo nivel de duplicacidén de secuencias puede indicar un nivel
muy alto de cobertura, pero un alto nivel de duplicacion indica probablemente alguna clase de
sesgo por enriquecimiento, por ejemplo, por sobreamplificacién por PCR. En el Analisis de
Secuencias duplicadas, se evalud el porcentaje de secuencias que tuvieron distintos grados de
duplicacién (Figura 35).

Fercent of seqs remaining if deduplicated 73.3%

% Deduplicated sequences
% Total sequences

1 2 3 a 5 5 7 & 9 =10 »50 >100 >500 =»lk =Sk =10k
Sequerce Duplication Level

Figura 35. Distribucidn de secuencias por grado de duplicacién. La linea azul indica la distribucién para el conjunto
completo de secuencias, y la linea roja, las secuencias remanentes luego de eliminar los duplicados. En una biblioteca
correctamente construida, la mayoria de las secuencias son Unicas, y por lo tanto se localizan sobre el extremo
izquierdo del grafico, pero si existen subconjuntos de secuencias enriquecidos, o contaminantes de baja complejidad,
se generaran picos en la linea azul, hacia la derecha del gréfico (como el que se observa para duplicacién >10), que
desapareceran en la linea roja.

h) Anadlisis de Secuencias sobrerrepresentadas (Overrepresented sequences). Una
biblioteca gendmica correctamente construida contiene un conjunto muy diverso de secuencias,
sin que haya ninguna que esté presente en una pequeia fraccion del total. El hecho de que una
secuencia individual esté sobrerrepresentada puede deberse a una caracteristica biolégicamente
relevante del genoma secuenciado (por ejemplo, la existencia de multiples copias de una IS), o
bien a la presencia de contaminantes, o simplemente porque la biblioteca gendmica no tiene la
diversidad esperada. En el andlisis de Secuencias sobrerrepresentadas, FastQC generd una lista
de toda secuencia presente en un porcentaje mayor al 0,1% el total. Luego, realizé una busqueda
de cada una de estas secuencias en una base de datos de contaminantes comunmente
encontrados en ensayos de secuenciacion, y finalmente reportd el mejor acierto (hit) detectado
en esa busqueda (cada hit debe tener al menos 20 pb y no mas de 1 mismatch) (Figura 36).

Source

GGGGGGGGGGGGGGEEGEEEGEGEGEGEEEEEEEEEEGEGEEEEEEEEEEEEEGEEE 0.11559761277488037 No Hit

GTGCACGCATCACCTCAATACCTTTGATGGTGGCGTAAGCCGTCTTCATG 42 0.11290929619872037 No Hit

Figura 36. Reporte de la herramienta FastQC para el analisis de Secuencias sobrerrepresentadas. Para cada una de
estas secuencias, se indica la cantidad de veces en las que se la encontro; el porcentaje de esta cantidad sobre el total
de secuencias, y si se obtuvo algun hit en la busqueda en base de datos.
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i) Andlisis de Contenido de adaptadores (Adapter content). Se evalud si las lecturas
obtenidas contenian una cantidad relevante de secuencias de los adaptadores utilizados en NGS.
Si bien la configuracién predeterminada por defecto (default) de FastQC indica una alerta cuando
se encuentra una secuencia de un adaptador en mas del 5% de las lecturas, en esta tesis se
considerd que el conjunto de lecturas de un ensayo de secuenciacién no debia mostrar la
presencia de ninguna secuencia de adaptadores, ya que fue eliminada en pasos previos.

(b) Control de calidad de las lecturas de Nanopore

El control de calidad de las lecturas obtenidas por ONT se realiza de manera automatica
con el software otorgado por el fabricante. De todas maneras, se realizé un analisis de las
métricas obtenidas en la secuenciacion mediante el programa “assembly-stats” y se compararon
los resultados obtenidos en todos los casos.!*

(c) Identificacion de la especie

Se identificaron las especies bacterianas mediante el software Kraken2 utilizando las
lecturas cortas de Illlumina sélo en los casos en los que se secuencio con esta técnica el genoma
completo. 115

(d) Identificacion de genes de RAM a partir de lecturas cortas de
lllumina

La identificacién de genes de RAM a nivel de lecturas cortas de lllumina (no ensambladas)
se realizd mediante la herramienta bioinformatica ARIBA (versidn 2.14.6)16, Esta herramienta se
ejecutd por linea de comandos, en un entorno GNU/Linux, y puede utilizar cualquier tipo de base
de secuencias de referencia, incluyendo una construida por el mismo usuario (archivo en formato
fasta). Brevemente, ARIBA se ejecuto en tres etapas, mediante sendos subcomandos:

A) Primeramente, si se utilizard una base de secuencias de referencia internacional
(disponible online), se debe obtener esta base para que esté disponible para ARIBA, mediante el
subcomando ariba getref. En esta tesis, se utilizd la base de secuencias de referencia compilada
por ResFinder!!’:

ariba getref resfinder out.resfinder

donde out.resfinder es el archivo fasta de salida, que contiene las secuencias de referencia que
se utilizara en la siguiente etapa.

B) Seguidamente, mediante el subcomando ariba prepareref, ARIBA realiza el curado
de la base de secuencias de referencia a utilizar, y la clasificacién de las mismas en diferentes
grupos de similitud (subprograma CD-HIT):
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ariba prepareref -f out.resfinder.fa -m out.resfinder.tsv
out.resfinder.prepareref

donde out.resfinder.fay out.resfinder.tsv son los archivos de entrada que contienen las
secuencias de referencia y sus metadatos, respectivamente, y out.resfinder.prepareref esel
directorio de salida, que contiene las secuencias de referencia curadas y clasificadas en diferentes
grupos de similitud, y que se utilizara en la siguiente etapa.

C) Finalmente, mediante el subcomando ariba run (que invoca diversos subprogramas),
ARIBA realiza las siguientes tareas. (i) Un mapeo de las lecturas cortas de lllumina contra cada
una de las secuencias de referencia localizada en cada grupo de similitud. (ii) El ensamble local
de las lecturas que se alinearon contra una secuencia de referencia dada, lo cual genera un contig
qgue contiene el gen correspondiente a esa secuencia de referencia, o un homodlogo del mismo.
(iii) La identificacion de la secuencia de referencia mas cercana a un contig determinado. (iv) La
identificacion de variantes del gen presente en la secuencia de referencia. En esta etapa, se utilizd
el siguiente comando:

ariba run out.resfinder.prepareref muestra_R1l.fastq.gz

muestra_R2.fastq.gz muestra_out.run
donde muestra_R1.fastq.gz y muestra_R2.fastq.gz son los dos archivos fastq con las lecturas
de Illlumina de una muestra dada, y muestra_out.run es el directorio de salida, en donde se

guardan los resultados, que comprenden un reporte de los genes identificados en cada grupo de
similitud (archivo .tsv) y archivos fasta de los ensambles locales generados.

(e) Ensambles de novo
(i) Ensamble de lecturas lllumina

El ensamble de novo utilizando sélo las lecturas cortas de lllumina, se realizé mediante la
herramienta bioinformatica Unicycler (versién 0.4.8-beta) utilizando los pardmetros de ensamble
configurados por default (modo Normal de ensamble). 118

(i) Ensamble Hibrido (Illumina en conjunto con ONT)

El ensamble de novo denominado “hibrido” combina las lecturas cortas de lllumina con
las lecturas largas de ONT, y se realizé mediante la herramienta bioinformatica Unicycler (versién
0.4.8-beta) utilizando los parametros de ensamble configurados por default (modo Normal de
ensamble). 118 Unicycler se ejecuté por linea de comandos, en entorno GNU/Linux.

unicycler -1 READ1.fastq.gz -2 READ2.fastq.gz -o assembly unicycler --
verbosity 2 --min_fasta_length 250 --keep 3 -t 8
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En algunos casos se considerd necesario utilizar un método diferente para repetir el
ensamble. Como método alternativo se utilizé Trycycler (versidon 0.5.0), que es una herramienta
bioinformatica también disefiada para ensamblar genomas bacterianos, pero desarrollada con
posterioridad a Unicycler. Trycycler genera ensambles utilizando, en primer lugar, las lecturas
largas de ONT, a diferencia de Unicycler, que utiliza primero las lecturas cortas de Illlumina. Las
lecturas largas obtenidas por ONT que se utilizaron para ensamblar mediante Trycycler, se
filtraron previamente utilizando Filtlong (version 0.2.0) para eliminar aquellas lecturas menores
a 1000 pb. Luego de obtener el ensamble de las lecturas largas de ONT, para corregir la alta tasa
de error resultante de la inferencia de bases (basecalling) utilizada en esta tecnologia, se emplea
polipolish que realiza un “pulido” de dicho ensamble mediante la utilizacion de las lecturas cortas
de llluminal®. Trycycler se ejecutd en entorno GNU/Linux, los comandos sugeridos por el
creador. 120

El control de calidad de los ensambles de novo (realizados con lecturas cortas de Illumina
solamente, o por ensamble hibrido) se realizé utilizando las métricas de ensamble, obtenidas
mediante QUAST (version 5.1.0rc1) 21, Esta herramienta bioinformatica se ejecutd en un entorno
GNU/Linux, mediante el siguiente comando:

quast.py -o output_file archivo.fasta

En esta tesis, cuando se secuencié ADN total bacteriano, se establecid como pardmetro
de calidad de ensamble no sea menor al tamafio correspondiente al cromosoma de la especie
secuenciada (Por ej, 25 Mb para E. coliy K. pneumoniae).

(f) Busqueda de homoélogos de genes PMQR

La busqueda de homdlogos de genes PMQR ya descriptos se realizo utilizando secuencias
obtenidas por NGS, mediante las siguientes estrategias:

A) Busqueda de homdlogos de genes gnr mediante ARIBA. Ademas de realizar el analisis
por ARIBA utilizando ResFinder como se describe mas arriba, se construyd una base de secuencias
de referencia de todos los genes tipo gnr, denominada qnr_genes.fasta (111 secuencias). A
diferencia de ResFinder, esta base incluyd todos los alelos gnrE disponibles en bases de datos
internacionales y los identificados en esta tesis (8 secuencias). En la etapa prepareref de ARIBA,
se utilizé el siguiente comando:

ariba prepareref -all coding yes -f gnr_genes.fasta gnr_out.dir

donde gnr_out.dir es el directorio de salida, que contiene las secuencias de referencia de los
genes gnr. Estas secuencias se utilizaron en la siguiente etapa de ARIBA, mediante el comando:

ariba run gnr_out.dir muestra_R1.fastq.gz muestra_R2.fastq.gz
muestra_qgnr_out.run
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donde muestra_gnr_out.run es el directorio de salida donde se guardan los resultados.

Cabe aclarar que ARIBA utiliza un valor por default del 90% para el minimo porcentaje de
identidad permitido entre una secuencia presente en una muestra y una secuencia de referencia.
Este valor minimo puede cambiarse en el subcomando ariba run, utilizando la opcion --
nucmer_min_id INT, donde INT es un numero entero que indica dicho valor minimo. Para
incrementar la posibilidad de detectar genes que tuvieran menos de un 90% de identidad con
genes PMQR ya descriptos, en esta tesis se utilizd dicha opcidn, con INT = 70 (genes al menos
70% idénticos a una secuencia de referencia).

B) Busquedas literales. En primer lugar, se realizdé una busqueda de términos
comunmente utilizados en la descripcién de genes PMQR (considerados como palabras clave),
utilizando como blanco de la busqueda los archivos.gff generados en la anotacién de secuencias
con la herramienta bioinformatica PROKKA (ver descripcion en el item F, de la seccion “Analisis
de secuencias de plasmidos portadores de genes PMQR”), y mediante el comando grep (entorno
GNU/Linux):

grep -i “<palabra clave>” muestra.gff > archivo_salida.txt

En segundo lugar, debido a que las proteinas Qnr poseen un motivo muy conservado
denominado Box B, que es esencial para la actividad protectora de la accién de las quinolonas,
se compararon los motivos del Box B de todas las proteinas Qnr descriptas, para definir
secuencias consenso. Ademads de la mencionada previamente, se realizé otra busqueda literal
empleando dichas secuencias consenso, y utilizando como blanco los archivos .faa generados por
PROKKA, que contienen todas las secuencias proteicas inferidas de los ORFs detectados en la
secuencia analizada. Se utilizé el siguiente comando:

grep -i “<secuencia_>” muestra.faa > archivo_salida.txt

C) Busqueda funcional. Este tipo de busqueda de homdlogos no se basa en la similitud
entre genes (como lo que sucede cuando se utiliza ARIBA), sino en la homologia de funcién que
puede existir entre la proteina a estudiar y otras que ya tienen una funcion conocida. Esta
busqueda funcional se realiza utilizando perfiles, o motivos proteicos, determinados por Hidden
Markov Models (HMMs). Un perfil HMM es un modelo estadistico, basado en un alineamiento
multiple de proteinas homologas, el cual contiene informacion especifica para cada posicion del
alineamiento. Brevemente, esta informacion indica cuan conservado estd cada aminodcido
localizado en una posicion dada, y, por lo tanto, qué aminoacidos es mas probable encontrar en
las diferentes posiciones del perfil de una proteina homdloga de otras ya conocidas.

Para poder obtener los perfiles HMM de una serie de proteinas homdlogas, se debe
disponer de una base de secuencias de las mismas. A diferencia de los genes aac(6’)-1b-cry gepA,
donde solo se habia descripto un tipo de gen en cada caso (con distintos alelos), para los genes
gnr se habian reportado 7 familias distintas (con diferentes alelos en cada una). Por este motivo,
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la busqueda funcional de homodlogos de genes PMQR se limitd a los genes gnr. Se construyd una
base de secuencias de proteinas Qnr, denominada qnr_protein.fasta, que incluyé solo alelos
representativos de cada familia (18 secuencias en total, para QnrA, -B, -C, -D, -E, -S y -VC). Se
utilizé el programa Pfam (versién 31.0) (online: http://pfam.xfam.org/; desde enero de 2023:
https://www.ebi.ac.uk/interpro) para obtener los perfiles HMM comunes a todas las proteinas
Qnr incluidas en la base de secuencias utilizadas. Estos perfiles son denominados por Pfam como
“dominios PFxxxxx”, donde xxxxx es una serie de cinco numeros asignada por el programa, y
pueden bajarse de la pagina web del programa como archivos .hmm.

Una vez obtenidos los dominios PFxxxxx, se realizd una busqueda literal de cada uno de
ellos, utilizando como blanco de la busqueda los archivos .gff generados por PROKKA, y mediante
el comando grep:

grep “PFxxxxx” muestra.gff > archivo_salida.txt

Finalmente, se realizé la busqueda funcional, utilizando cada archivo PFxxxxx.hmm
generado por Pfam; el archivo .faa de PROKKA (con todas las secuencias proteicas del aislamiento
a analizar), y mediante el programa HMMER, con el comando hmmsearch (entorno GNU/Linux):

hmmsearch -o archivo_salida.txt --tblout archivo_salida_tab.txt --cpu INT -
-noali PFxxxxx.hmm muestra.faa

donde archivo_salida.txt y archivo_salida_tab.txt contienen los resultados en
formato texto y como tabla, respectivamente, e INT es un numero entero que indica el nimero
de procesadores solicitado para correr el comando.

(g) Andlisis de secuencias de plasmidos portadores de genes PMQR

Las secuencias ensambladas circulares (cerradas) de plasmidos que contenian uno, o mas,
genes PMQRs se analizaron mediante un esquema de trabajo disefiado especificamente para
esta tesis, que incluyd las siguientes herramientas bioinformaticas (Figura 30).

A) Para evaluar los genes de RAM presentes se utilizaron ResFinder (version 4.1; online:
https://cge.food.dtu.dk/services/ResFinder/)'*> y AMRFinderPlus (versién 3.10.20)'%3. Esta
ultima herramienta se ejecuté en entorno GNU/Linux, utilizando el siguiente comando:

amrfinder --nucleotide archivo.fasta --output output_name

B) Para identificar las replicasas pertenecientes a distintos grupos de plasmidos se utilizé
la herramienta bioinformatica PlasmidFinder (online:
https://cge.food.dtu.dk/services/PlasmidFinder/)'**. Cuando esta herramienta no pudo
identificar ninguna replicasa, se considerd que el plasmido era “no tipificable”
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C) Para identificar las regiones conjugativas se utilizé OriTfinder (online: https://bioinfo-
mml.sjtu.edu.cn/oriTfinder/)'?>. Brevemente, OriTfinder predice la presencia de los cuatro
elementos que conforman una regidn conjugativa: el oriT; el gen que codifica para la relaxasa
(proteina MOB); el gen que codifica para la proteina de acoplamiento de tipo IV (T4CP), y los
genes que codifican para el Sistema de Secrecidn tipo IV (T4SS). Para este proceso, OriTfinder
utiliza una base de datos propia, que incluye (diciembre 2022): 996 secuencias de oriT de
plasmidos salvajes; 983 secuencias de, al menos, ocho familias de proteinas MOB, y 464
secuencias de T4CP, realizando las busquedas de proteinas homodlogas mediante perfiles HMM.
Ademas, OriTfinder también realiza dos analisis adicionales, de genes de RAM y de virulencia.

D) En cada secuencia de un plasmido portador de genes PMQR, se identificaron las IS
presentes mediante la herramienta ISFinder®?® (online: https://isfinder.biotoul.fr/), utilizando el
algoritmo de busqueda estandar Basic Local Alignment Search Tool para nucleétidos (BLASTn)
incluido en la misma, con la configuracidon predeterminada por default. Se descartaron los
resultados en los cuales solo se detectaron fragmentos de IS menores a 200 pb. Solo se
consideraron los resultados correspondientes a los elementos transponibles denominados “I1S”
por ISFinder, es decir, no se consideraron aquellos denominados “Tn”, los cuales corresponden a
transposones de la familia Tn3'%’, como TnAsl, TnEcl, TnShfrl, TnXo19, Tn5393, etc. Esta
decisién se tomé debido a que varios transposones de esta familia contienen integrones en su
estructura. Por lo tanto, cualquier regién 5’CS, 0 3’CS, de un integrdn seria informada por ISFinder
como parte de un elemento transponible “Tn”, aun cuando ese integrén no estuviera asociado a
un transposon, lo cual complejizaba altamente el andlisis a realizar en esta tesis.

Cabe aclarar que varios elementos transponibles incluidos en la base de datos de ISFinder
y denominados alli como “IS”, también pertenecen a la familia Tn3, y tienen IRs caracteristicos
de esta familia. Algunos de estos elementos, como 1SSod9, 1SShes11, ISYps3 e 1S3000, solo
contienen el médulo de transposiciéon vy, por lo tanto, una estructura que los relaciona a la gran
mayoria de las ISs. Sin embargo, la nomenclatura utilizada en la base de datos de ISFinder es un
tanto ambigua, ya que otros de esos elementos pertenecientes a la familia Tn3, como ISAzs17,
ISEc63, ISPa38 e ISSbal4, tienen los mddulos de transposicidn y resolucidon de cointegrado, e
inclusive, genes pasajeros, es decir, la estructura completa de tres moddulos tipica de un
transposon de la familia Tn3. Por lo tanto, en esta tesis, todos los elementos transponibles
identificados como “IS” en ISFinder y pertenecientes a la familia Tn3, se denominaron “IS-
familia_Tn3”.

A fin de investigar la presencia de Tn3, y transposones altamente relacionados, como
Tn1331 y Tn6238, y dado que la base de datos de ISFinder no incluye estos elementos, la
secuencia de cada plasmido portador de genes PMQR se compard mediante Nucleotide BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=BlastSearch&LINK LO
C=blasthome) con las secuencias de dichos elementos, obtenidas de GenBank (nimeros de
acceso V00613, AF479774 y KJ511462, respectivamente).
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A fin de comparar el contenido de ISs entre diferentes plasmidos portadores de genes
PMQR, para cada uno de ellos se definieron los siguientes parametros:

% de IS = (suma de los tamafios en pb de todas las IS detectadas) x 100 / tamafio del
pladsmido (en pb)

Densidad de IS = (cantidad total de IS detectadas) x 10° / tamafio del pldsmido (en pb), lo
cual se expres6 como N° de IS / 10° pb.

E) La presencia de integrones se determind con la herramienta bioinformatica Integron
Finder (citas) (versién 2.0.1). 128, 122, 130 pBreyemente, esta herramienta detecta
independientemente un integrén, una integrasa y sitios attC, e incluso puede anotar un casete,
si encuentra un ORF adyacente a un attC. Los resultados se informan de acuerdo a tres tipos de
elementos: integron completo (con gen de integrasa y sitios attC cercanos), elemento In0 (s6lo
el gen de la integrasa, sin ningun sitio attC cercano) y CALIN (regién de sitios attC, que carece de
un gen de integrasa cercano). Integron Finder se ejecutd en forma online, a través de la

plataforma Galaxy

(https://galaxy.pasteur.fr/root?tool id=toolshed.pasteur.fr/repos/khillion/integron find
er/integron finder/2.0.1)

Los resultados de Integron Finder se confirmaron mediante inspeccion visual de la
estructura del integrén, In0, o CALIN detectado.

F) Las secuencias de los plasmidos portadores de PMQR se anotaron con la herramienta
bioinformatica PROKKA (v 1.14.6) y posterior curacidon manual 3. Esta herramienta se ejecutd
en entorno GNU/Linux, utilizando el siguiente comando:

prokka --prefix aislamiento --outdir annotation archivo.fasta --locustag ORF
--strain contig usado --mincontiglen 300 archivo.fasta

G) Cuando fue necesario confirmar la existencia de una estructura gendmica no descripta
previamente, es decir, verificar tanto la topologia de esa estructura, como la continuidad con sus
regiones flanqueantes, se realizd un mapeo de las lecturas largas de ONT obtenidas en la
secuenciacion mediante la cual se determind esa estructura, contra el contig resultante del
ensamble de dichas lecturas. Este procedimiento se denomind mapeo inverso de lecturas largas
de ONT y su resultado se considerd satisfactorio solo si se cumplian los siguientes dos criterios:
(i) existia un namero relevante de lecturas largas que cubrian, en forma continua, la zona de
recombinacién de la estructura (sitio de unidn y sus entornos inmediatos) con cada una de sus
regiones flanqueantes, y (ii) el nivel de cobertura de secuencia a lo largo de la estructura y sus
regiones flanqueantes era aproximadamente constante, como se indica en la Figura 37.
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Figura 37. Visualizacion de un mapeo inverso de lecturas largas de ONT. La linea continua de la parte superior
representa la cantidad de lecturas (cobertura) que se observaron en la regiéon mostrada. Las lineas grises centrales
representan ambas cadenas de ADN y los nimeros la posicion dentro de la secuencia. Las flechas por encima y debajo
de las lineas grises representan posibles ORFs y su anotacion.

Para realizar el mapeo inverso de lecturas largas de ONT, se utilizé la herramienta
bioinformatica Minimap2'32, en entorno GNU/Linux, y mediante el siguiente comando:

minimap2 -a contig.fasta lecturas_nanopore.fastq > mapping_minimap.sam

(h) Comparacion, alineamiento y visualizacion grafica de secuencias

La comparacion para determinar similitud entre las secuencias incluidas en esta tesis, o
entre las mismas y las disponibles en bases de datos internacionales, se realizé en forma online
mediante Nucleotide BLAST, utilizando la base de datos de NCBI Nucleotide collection (nr/nt)
(NCBI-BD). Ademas, se utilizé la base de datos de plasmidos bacterianos PLSDB (online:
https://ccb-microbe.cs.uni-saarland.de/plsdb/).

La manipulacién e inspeccidn visual de secuencias, y alineamientos de secuencias, se
realizé con el programa BioEdit (versién 7.0.5.3). 133 Para la visualizacidn grafica de secuencias se
utilizd Bandage®®*, la anotacién realizada con PROKKA, se analizd con el programa Artemis
(version 17.0.1).13> Los alineamientos de secuencias se visualizaron graficamente con los
programas Artemis Comparative Tool (ACT; versidon 17.0.1)13¢ y BLAST Ring Image Generator
(BRIG; version 0.95) 137, Todos estos programas se ejecutaron en entorno Windows.
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Seccion 3.09 Analisis de datos estadisticos y visualizacion

El andlisis y la visualizacion de todos los datos de esta tesis se realizé mediante el paquete
de datos ggplot2 bajo el lenguaje de Python (Version v2022.16.1) bajo un entorno de Windows
con el programa Visual Studio Code (Version 1.70.0). Las figuras de los ORFs se representaron

mediante el software (https://proksee.ca/) y los alineamientos se editaron con Adobe lIllustrator
1.0.
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"A veces uno encuentra lo que no esta buscando"

- Alexander Fleming
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4 Resultados Objetivo |

En estudios previos a esta tesis, en el marco del Proyecto de Resistencia a Quinolonas de
nuestro grupo, se analizé un total de 1163 aislamientos clinicos de Enterobacterales de todo el
pais. Se identificaron PMQRs ya descriptos y se estimd su prevalencia. Un total de 46 de esos
aislamientos, mostraron un fenotipo de sensibilidad a quinolonas compatibles con PMQRs, pero
no se pudo identificar mediante PCR ninguno de los genes ya descriptos. Este grupo de
aislamientos se denomind “Aislamientos con Fenotipos PMQRs”. Los datos epidemiolégicos de
los aislamientos se detallan en la Tabla 5. En uno de esos 46 aislamientos, K. pneumoniae Q1130,
se identificd el plasmido conjugativo denominado pKP1130, de 185 kb (estimado por
endonucleasa S1), portador de gnrE1. De acuerdo a la nomenclatura propuesta en esta tesis, este
plasmido se renombré como pKpn_Q1130_193. El analisis filogenético demostré que gnrE1 era
el primer miembro de una nueva familia de genes tipo gnr. El anadlisis de entornos genéticos
indicd que gnrEl habria sido movilizado desde el cromosoma de Enterobacter spp. al
pKpn_Q1130_193, por la secuencia de insercidn ISEcp1.35. Ademas, poco tiempo después de la
descripcién de gnrE1l de nuestro grupo, este gen también se describié en el aislamiento K.
pneumoniae Kp41 de Brasil, donde gnrE1 también estaba asociado a ISEcp1. 1%

Tabla 5. Datos epidemioldgicos de los 46 aislamientos con fenotipos PMQRs.

Alsla,mlento Especie Fecha Hospital Zona Tipo de muestra
Clinicos
) Dr. Ricardo Lo ,
M7130 K. pneumoniae Marzo 2005 L CABA liquido cefaloraquideo
Gutierrez
. . Dr. Ricardo )
M7220 K. pneumoniae Abril 2005 L CABA orina
Gutiérrez
. ) Dr. Ricardo )
M7395 K. pneumoniae Junio 2005 ., CABA orina
Gutierrez
Noviemb .
M9146 K. pneumoniae O\;Igg;; re Garrahan CABA herida quirdrgica
. Diciembre Dr. Ricardo :
M9158 K. pneumoniae 5006 Gutiérres CABA aspirado traqueal
M9257 K. variicola Abril 2007 Parmenio Pifiero CABA orina
Dr. Ricard
M9415 K. pneumoniae Julio 2007 ' .|f:ar © CABA hemocultivo
Gutierrez
M9491 K. pneumoniae Agosto 2007 Victor J. Vilela Santa Fé hemocultivo
M9497 K. pneumoniae Agosto 2007 Victor J. Vilela Santa Fé orinay sangre
Proteus Septiembre Clin. Reina .
MS508 mirabilis 2007 Fabiola Cordoba absceso
M9661 K. pneumoniae Enero 2008 Parmenio Pifiero CABA orina
MS662 K. pneumoniae Enero 2008 Parmenio Pifiero CABA orina




M9773

Q1040

Q1052

Q1105

Q1130

Q1184

Q1215

Q2036

Q2042

Q2082

Q2091

Q2117

Q3036

Q3093

Q3104

Q3116

Q3117

Q3160

Q3177

Q4014

Q4022

Q4067

Q4079

Q4081

Q4082

Q4115

E. clocae
Proteus
mirabilis

P. stuartii

M. morganii

K. pneumoniae

P. stuartii
Proteus
mirabilis
E. Asburiae
K. pneumoniae

K. pneumoniae

E. coli
Proteus
mirabilis

E. clocae

E. coli

Proteus
mirabilis
Proteus
mirabilis
K. pneumoniae
Proteus
mirabilis
Proteus
mirabilis
Proteus
mirabilis
E. coli
E. coli
E. Asburiae

E. clocae

E. clocae

Proteus
mirabilis
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Abril 2008

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Abril 2007

Clin. Reina
Fabiola

Rawson

Dr. Juan A.
Ferndndez

El Dorado

Centro de
Microbiologia
Médica
Pasteur V. Maria

Dr. Ramon
Carrillo

Eva Perdn

Dr. Juan A.
Ferndndez

Garrahan

Dr. Julio C.
Perrando

Angel C. Padilla

Eva Perdn

Dr. Cosme
Argerich

Evita
Angel C. Padilla

Angel C. Padilla

José Maria
Penna

Central
Parmenio Pifiero
Rawson

Garrahan

Dr. Julio C.
Perrando
Dr. Julio C.
Perrando
Dr. Julio C.
Perrando

Angel C. Padilla

Cordoba
Cérdoba
CABA

Misiones

Tucuman

Cérdoba

Sgo. del Estero

San Martin,
GBA

CABA
CABA
Chaco

Tucuman

San Martin,
GBA

CABA
Lanus, GBA
Tucuman
Tucuman

CABA
Mendoza

CABA
Cordoba

CABA

Chaco

Chaco

Chaco

Tucuman

orina
hemocultivo
S/D

orina

orina

herida
orina
absceso
hemocultivo
orina
orina
absceso
piel y partes blandas
orina
hemocultivo
piel y partes blandas
piel y partes blandas
absceso
orina
piel y partes blandas
orina
orina
orina
orina
orina

orina
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Q4136 Proteus Abril 2007 José Maria Santa Fé orina
mirabilis Cullen
Q4137 K. pneumoniae Abril 2007 Jose Maria Santa Fé orina
Cullen
Q4182 E. clocae Abril 2007 Madre y el Nifio Formosa orina
Q5010 Pr,OteL.l.s Abril 2007 Dr. Castro Neuquen orina
mirabilis Rendon
Q5100 K. pneumoniae Abril 2007 DU E Chaco hemocultivo
Perrando
Proteus Centro de
Q5120 o Abril 2007 Microbiologia Tucuman orina
mirabilis L
Médica
Q5121 K. pneumoniae Abril 2007 San Juan de Dios Ram%sBIXIejla, hemocultivo
Q5184 E. coli Abril 2007 José Maria CABA orina
Penna

S/D= Sin datos. CABA = Ciudad Auténoma de Buenos Aires. GBA= Gran Buenos Aires.
(a) Identificacion de gnrE

Para abordar el Objetivo General | de esta tesis, es decir identificar y caracterizar nuevos
genes de PMQRs, en primer lugar, se realizé una busqueda en NCBI-BD (marzo 2018), que mostré
la presencia de cinco variantes alélicas de gnrE1. Cuatro de estos cinco alelos estaban localizados
en el cromosoma de Enterobacter cloacae y Enterobacter asburiae, por lo que se denominaron
siguiendo la nomenclatura propuesta para genes gnr cromosémicos, es decir, indicando la familia
gnr a la cual pertenecian, las iniciales del microorganismo (género y especie), y el nombre de Ia
cepa en la cual se identificaron?. >° Asi, los cuatro alelos cromosémicos de gnrE1 fueron:
gnrE_Eas_L1, qnrE_Eas_CAV1043, gnrE_Ecl_MBRL1077 y qnrE_Eas_ENIPBJ-CG1. El alelo restante
se denomindé gnrE2, porque estaba localizado en un plasmido (pEC422_1), encontrado en un
aislamiento de E coli de Ecuador (reporte de NCBI-BD no publicado).

En segundo lugar, con las secuencias de todos los alelos de gnrE encontrados, se
disefiaron primers y se implementd una PCR que permite |la deteccién de todos los genes gnrE
descriptos hasta el presente (Tabla 6).

Tabla 6. Primers disefiados para amplificar la familia gnr€.

Nombre del primer Secuencia
gnrent-F 5’-CGGYACGGATTTAACCAGCWCG -3
gnrEnt-R 5’- GTCGCTCCATCARCTGGGMAA-3

2 Para los homdlogos cromosémicos de gnrE1, no se pudieron asignar nimeros correlativos (por ejemplo, gnrE2, gnEs,
gnrE4, etc.) debido a que el repositorio de genes de referencia para PMQRs (NCBI- Reference Gene Catalog), solo
otorga dicha numeracion a los homologos para los cuales se ha demostrado que confieren resistencia a quinolonas,
ya sea porque eran plasmidicos (transferibles por conjugacién o transformacién), o porque se clonaron y expresaron
en bacterias sensibles.
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Utilizando este ensayo en el grupo de Aislamientos con Fenotipos PMQRs, se encontraron
3 aislamientos con resultado positivos: Klebsiella variicola (Kva) M9257 y E. cloacae M9773 de la
coleccién A, y E. cloacae Q3036 de la coleccidn B. Los amplicones obtenidos se secuenciaron por
Sanger y se determind que Kva M9257 contenia gnrE1, mientras que E. cloacae M9773 tenia el
alelo gnrE_Eas_CAV1043, y E. cloacae Q3036 un alelo no descripto previamente, que se
denomind gnrE_Ecl_Q3036.

Se realiz6 un alineamiento de todos los genes gnrE y sus productos proteicos derivados,
y se determiné el porcentaje de identidad nucleotidica y aminoacidica entre ellos (Figura 38). El
nuevo alelo gnrE_Ecl_Q3036, detectado en esta tesis, mostré un 98.8% de identidad con gnrE1y
la proteina inferida sélo tuvo 1 aminoacido de diferencia con QnrE1.

% identidad nucleotidica

_ gnrE_Eas 11 qnrE_Eas CAV1043 qnrE_Ecl MBRL1077 q”rE—EZE—IEN’PB"' qnrE2

qgnrE_Eas_L1 92,6
qnré_Eas_CAV1043 93,5 98,1
qnrE_Fcl_MBRL1077 96,4 93,0 93,3
anE_Esz_ 1ENIPBJ* 933 97,7 99,5 93,0
qnrE2 98,8 91,9 g2 96,0 92,7
anrE_Ec_qz03s O8N 92,2 93,2 96,0 93,0 98,4

N de aminoacidos de diferencia

QnrE_Eas L1 QnrE_Eas_CAV1043 QnrE_Ecl MBRL1077 Q"rEngéflEN'PBJ’ QnrE2 qnrE_Ecl_Q3036

QnrE_Eas_L1 3 9 4 11 10
QnrE_Eas_CAV1043 8 1 10 9
QnrE_Ecl_MBRL1077 9 6 5
QnrE_Eas_ENIPBJ-
o1 11 10
Qnre2 1

Figura 38. Comparacién entre diferentes alelos de la familia gnrE y sus proteinas inferidas. Arriba se muestra el
porcentaje de identidad nucleotidica entre distintos alelos, y abajo el nimero de aminoacidos de diferencia entre las
proteinas inferidas. El mayor porcentaje de identidad para el nuevo alelo gnrE_Ecl_Q3036 esta resaltado en verde.
Numeros de acceso de NCBI-BD: gnrE_Eas_L1: CP0O07546, gnrE_Eas_CAV1043: CP011591, gnrE_Ecl MBRL1077:
CP014280, gnrE_Eas _ENIPBJ-CG1: CP014993, gnrE2: CP018961.

Los 3 aislamientos que contenian alelos gnrE, se conjugaron con E. coli J53 Az-R,
obteniéndose transconjugante sélo para Kva M9257 (portador de gnrE1). Esto sugirié que los
alelos gnrE_Eas CAV1043 vy gnrE_Ecl Q3036, detectados en los aislamientos M9773 y Q3036,
respectivamente, estaban localizados en el cromosoma, de acuerdo a lo descripto para todos los
alelos gnrE de Enterobacter spp. encontrados en NCBI-BD.
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(b) Secuenciaciéon y andlisis bioinformatico de aislamientos
portadores de gnrE

En los 3 aislamientos con alelos gnrE se realizé NGS con el método Illumina. En cada caso,
se identificaron los contigs que contenian los alelos gnrE y estos contigs se compararon con los
entornos inmediatos de los genes gnrE de los alelos encontrados en NCBI-BD, realizando un
alineamiento multiple. En los aislamientos de E. cloacae M9773 y Q3036, se observé que los
genes gnrE_Eas _CAV1043 y qnrE_Ecl Q3036 estaban flanqueados por regiones muy similares a
las observadas en todos los alelos gnrE cromosdémicos de Enterobacter spp. encontrados en NCBI-
BD. Los entornos inmediatos de los alelos gnrE de M9773 y Q3036 mostraron 85% de identidad
(Figura 39).

En cambio, en Kva M9257, gnrE1 estaba flanqueado rio arriba por ISEcp1, y rio abajo, por
aral y el gen ahp, pero con una delecidén en su extremo 5’ de este ultimo. Sin embargo, cuando
se compararon las secuencias inmediatamente flanqueantes a la estructura gnrE1/aral/Aahp de
M9257, Q1130, y del aislamiento de Brasil, Kp41, se observé que eran de diferente longitud
(Figura 39). Este resultado sugirié que se habrian producido eventos independientes de captura
de gnrE1 en el cromosoma de Enterobacter spp., mediados por ISEcp1, generando las estructuras
presentes en los aislamientos M9257, Q1130 y Kp41. Un andlisis mas detallado de estas
estructuras, que se presenta en la seccion Anadlisis de los entornos genéticos de los PMQRs,
apartado gnrE1, corroboré esta hipdtesis.

[M9773 | (e — s ovis— (——
m Qnrs_zlct_qzoss = - r“

ISEcp1 Alelo nuevo
M9257 I_“_'—*_—m
IRL 100% IRR 100%

pKpn_Q1130_193 “}"*—_—m
PKPAIM | — S ) —|— e — ar L cahp
e A

Figura 39. Comparacion de entornos genéticos de alelos gnrE cromosdmicos y plasmidicos. Las flechas gruesas
representan genes e indican sus sentidos transcripcionales. Las zonas sombreadas en gris, o en azul, indican identidad
nucleotidica entre los elementos incluidos en cada una de ellas. En la parte de arriba de la figura se muestran los
entornos de los dos aislamientos de E. cloacae, M9773 y Q3036, que contenian los genes cromosdmicos
gnrE_Eas_CAV1043 y gnrE_Ecl_Q3036. Rio arriba de estos alelos se indica el gen cromosémico ppk2 (codifica para
una polifosfato kinasa), ausente en los entornos de los genes gnrE1 plasmidicos, que se muestran en la parte de abajo
de la figura, y que estaban flanqueados por ISEcp1, (se indican los IRR e IRL con barras verticales). Las lineas verticales
de guiones con flechas indican la regién del cromosoma de Enterobacter spp. presente en la estructura
qgnrEl/aral/Aahp de M9257 [aral y ahp codifican para un transportador perteneciente a la Superfamilia Principal de
Facilitadores (Major Facilitator Superfamily, MFS) y para una alquil hidroperoxidasa, respectivamente]. El nimero de
acceso de NCBI-BD para pKp41M es KY781949.
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Los hallazgos previos®® y los mostrados en la Figura 39 donde se analizaron los entornos
del gen gnrE sugieren que Enterobacter spp. podria ser un reservorio natural de esta familia de
genes. Con la PCR disefiada para estos genes, se realizé la busqueda de gnrE en el resto de los
aislamientos de Enterobacter spp. de ambas colecciones: 6 E. cloacae y 1 Enterobacter kobei de
la coleccion A y 37 E. cloacae de la colecciéon B. No se obtuvieron resultados positivos para
ninguno de estos 44 aislamientos. En base a la coleccion B, que corresponde a aislamientos
consecutivos no duplicados recolectados en un periodo de 5 dias, se pudo estimar una
prevalencia de 2,6% (1/38) para los genes gnrE en E. cloacae, donde Q3036 fue el Unico
aislamiento positivo para este gen.

(c) Busqueda de nuevos PMQRs mediante conjugacion biparental

Luego de determinar la presencia de los genes gnrE en K. pneumoniae Q1130, K. variicola
M9257, E. cloacae Q3036 y E. cloacae M9773, y con el fin de analizar la posible presencia de
genes PMQRs transferibles por conjugacidon en el resto de los 42 Aislamientos con Fenotipo
PMQRs, se realizaron ensayos de conjugacién biparental a 35°C. A pesar de que se hicieron al
menos tres repeticiones de los ensayos para cada uno de estos 42 aislamientos, no se pudieron
obtener transconjugantes con Fenotipo PMQRs.

En base a reportes previos se describid que la sintesis del pilus sexual de los plasmidos del
grupo Hl es termosensible, y que la conjugacion de este grupo de plasmidos seria éptima entre
los 22°C y los 30°C.3! Es decir que a 35°C (la temperatura en la que se realizaron los ensayos de
conjugacion de este trabajo), se inhibiria la conjugacion de este grupo de plasmidos. Por lo tanto,
teniendo en cuenta la posibilidad de que los genes codificantes para el Fenotipo PMQRs en estos
42 aislamientos en los cuales no se obtuvieron transconjugantes estuvieran presentes en
plasmidos del grupo Hl, se realizé una PCR que amplificaba los replicones del grupo HI. No se
obtuvo amplificaciéon en ninguno de los casos ensayados, lo que descartaria la posible presencia
de genes PMQRs en plasmidos del grupo HI en estos aislamientos.

(d) Busqueda bioinformatica de nuevos PMQRs

Para analizar la posible presencia de homadlogos de los genes PMQRs, pero localizados en
plasmidos no conjugativos, se hizo secuenciacién completa de genoma por el método de llllumina
de 21 aislamientos representativos (diferentes especies bacterianas, hospitales y perfiles
fenotipicos) de los 42 Aislamientos con Fenotipo PMQRs en estudio. Con las 21 secuencias
obtenidas, se realizaron los siguientes andlisis:

A) Busqueda de genes homodlogos a los genes gnr con identidad >70%, mediante la
herramienta bioinformdtica ARIBA. Con esta estrategia no se detectaron homodlogos de genes
gnr en los 21 Aislamientos con Fenotipo PMQRs secuenciados.
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B) Busquedas literales (mediante el comando grep). Primeramente, se realizaron
busquedas en el archivo .gff de anotacién de secuencias (obtenidas por Prokka), de términos
comunmente incluidos en la descripcion de genes PMAQR, utilizando las palabras clave
“quinolone”, “gnr”, “aac(6’)” y “gepA”. No se detectaron aciertos que correspondieran a
homoélogos de genes PMQR en los 21 Aislamientos con Fenotipo PMQRs secuenciados mediante
estas metodologias.

En segundo lugar, dado que las proteinas Qnr poseen el motivo Box B, muy conservado y
esencial para la actividad protectora de la accion de las quinolonas, se compararon las secuencias
de este motivo de todas las proteinas Qnr codificadas en plasmidos (103 secuencias; octubre
2018). Se definieron las siguientes secuencias aminoacidicas consenso:

i) KMYFCS: para las proteinas QnrA, QnrC, QnrVC1, QnrVC3 y QnrVCe6.
ii) RMYFCS: para las proteinas QnrS, QnrVC4, QnrVC5 y QnrVC7.
iii) MNMITTR: para las proteinas QnrB, QnrD, QnrE1 y QnrE2.

Se realizd una busqueda literal de estas tres secuencias en el archivo .faa de anotacion de
secuencias (obtenidas por Prokka), que contiene todas las secuencias proteicas inferidas de los
ORFs detectados en la secuencia. Como control del método, se utilizaron los archivos .faa de la
anotacién de las secuencias de los aislamientos portadores de alelos gnrE, E. cloacae M9773, E.
cloacae Q3036 y K. variicola M9257, y fueron los Unicos para los cuales se obtuvieron resultados
positivos. Considerando la alta conservacion de los motivos de Box B de las proteinas Qnr, este
resultado descarta la posible presencia de genes gnr en los 21 Aislamientos con Fenotipo PMQRs
secuenciados.

C) Busquedas funcionales. Mediante el programa HMMER vy utilizando la base de
secuencias de proteinas Qnr descripta en Materiales y Métodos (gnr_protein.fasta), se
encontraron dos dominios, denominados PFO0805 y PF13599 (40 y 77 amino acidos,
respectivamente), que fueron detectados en las 18 secuencias proteicas que constituian la base
gnr_protein.fasta. Estos dominios estaban constituidos por repeticiones de los pentapéptidos
caracteristicos de las proteinas Qnr. PFO0805 contenia 8 repeticiones de la secuencia consenso
A(D/N)(L/F)XX, mientras que PF13599 estaba compuesto por 14 repeticiones con la secuencia
consenso XX(F/L)XX-seguido de 7 amino acidos XLXXXX(F/L) (Figura 40).
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Figura 40. Dominios PFO0805 y PF13599 detectados en todas las proteinas Qnr. Se muestran las 40 y 77 posiciones
de cada dominio, respectivamente, y en cada posicién, se indican los amino acidos por su codigo IUPAC, siendo la
altura de la letra proporcional a la probabilidad de ocurrencia del amino 4cido en esa posicién.

Con cada dominio, se realizaron busquedas literales (comando grep) en los archivos .gff
de la anotacion de las secuencias de los 21 Aislamientos con Fenotipo PMQRs secuenciados. Se
obtuvieron 6 aciertos y 15 resultados negativos. En todos los casos, los aciertos obtenidos
correspondieron a posibles homdlogos de proteinas Qnr, pero codificados en el cromosoma.
Ademas, con cada dominio se realizaron busquedas funcionales (comando hmmsearch del
programa HMMER) en los archivos .faa de la anotacion de las secuencias de los 21 Aislamientos
con Fenotipo PMQRs secuenciados. Se obtuvieron los mismos resultados que los obtenidos
mediante las busquedas literales mencionadas previamente. Si bien en estos analisis no se
encontraron homodlogos de Qnr plasmidicos, el clonado y caracterizacién de los posibles
homoélogos cromosdmicos, serd tema de futuros estudios permitiendo la apertura de nuevas
lineas de investigacion.

D) Finalmente, se realizé una busqueda mediante BLASTn (julio de 2019) de homdlogos
de crpP, un nuevo gen de PMQRs descripto en México durante la realizacidn de esta tesis.'38
Utilizando un limite inferior de 80% de identidad, no se detectd ningin gen homdlogo a crpP en
los 21 Aislamientos con Fenotipo PMQRs secuenciados.

Como conclusién del primer objetivo general propuesto, ademas del alelo gnrEl
reportado previamente a esta tesis, se identificaron y caracterizaron otros alelos gqnrE
cromosomicos, un posible reservorio de estos genes en el cromosoma de Enterobacter spp., y se
estimo la prevalencia de genes gnrE en E. cloacae. Ademas, se implementd un sistema de
deteccion molecular basado en PCR para la nueva familia gnrE. Por otra parte, si bien no se
identificaron otros mecanismos movilizables en los aislamientos restantes, es posible que el
fenotipo con sensibilidad reducida a quinolonas se deba a algin mecanismo cromdsomico que
limiten la entrada de los ATBs en la célula bacteriana o la expulsen, como impermeabilidad o
bombas de eflujo.
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5 Resultados Objetivo |l

Con el objetivo de analizar los plasmidos portadores de los genes PMQRs circulantes en
nuestro pais, se realizé una seleccién de plasmidos, que se denomind “plasmoteca”. En este
capitulo se describiran secuencialmente los pasos para lograr dicho objetivo. Para esto, se
seleccionaron aislamientos clinicos de Enterobacterales con distintos PMQRs, y se realizaron
conjugaciones biparentales a una misma cepa de E. coli J53. Se empled esta estrategia a fin de
analizar la capacidad de transferencia horizontal de cada plasmido, obteniendo, al mismo tiempo,
la coleccién de plasmidos en un “ambiente” isogénico. En la gran mayoria de los casos se
obtuvieron transconjugantes y se analiz6 el perfil de los plasmidos transferidos. Luego, aplicando
técnicas de NGS y analisis bioinformatico, se realizd el estudio de los plasmidos portadores de
PMQRs, focalizandolo especialmente en los mecanismos genéticos que ayudaron a la
diseminacion de estos mecanismos (transferencia horizontal, transposiciéon, recombinacion,
fusiones y separacion de replicones, etc.).

Seccidén 5.01 Seleccién de aislamientos

A partir de los 1163 aislamientos clinicos de Enterobacterales de las Colecciones A y B,
junto con 5 aislamientos adicionales, provenientes de otros estudios de nuestro grupo (ver
seccion 3.01), se seleccionaron todos los aislamientos portadores de genes de PMQRs (n=124).
Los aislamientos pertenecientes a la Coleccion A, y los 5 adicionales identificados en otros
estudios de nuestro grupo, tienen una “M” al principio de su cddigo de identificacién, mientras
gue los pertenecientes a la Coleccién B, tienen una “Q” en el inicio de cddigo de identificacion.
Del grupo de 124 aislamientos portadores de genes PMQRs, se descartaron seis aislamientos con
genes gnrE (2) y gnrB (4) localizados en el cromosoma, y 31 con genes gnrD1 (2) y qnrB19 (29)
codificados en pldsmidos menores a 3,1 kb y que ya fueron caracterizados 8 °°, lo cual resulté en
un total de 87 aislamientos (Figura 41).
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Seleccidon de Aislamientos

40/87 Aislamientos Clinicos i

T 5/ |
’ 95 4

40 Transconjugantes 38/40 Conjugaciones positivas
36 TCs de 36 dadoras

4 TCS de 2 dadoras:

Para los aislamientos M17277 y M9828
se obtuvieron diferentes
PMQRs en 2 TCs distintas.

+2 Aislamientos

Clinicos \

Los aislamientos ~ X X Y
Q4160y M21692 no | 42 aislamientos totalesl,-
conjugaron, pero se
incluyeron 2 Aislamientos clinicos

I 40 Transconjugantes

Plasmoteca

Figura 41. Esquema para la seleccidn de cepas para la plasmoteca. Se seleccionaron 40 aislamientos representativos
de la coleccion de 87 definida previamente y se obtuvieron 38 conjugaciones positivas y 2 negativas. En dos de los 38
ensayos positivos, se obtuvieron 2 transconjugantes con diferentes genes de PMQRs, para cada uno de los 2
aislamientos dadores (M17277 y M9828) y por esta razon se detalla en el esquema como “40 Transconjugantes”.
Ademids, los dos aislamientos que no se pudieron conjugar se incluyeron como aislamientos clinicos, por esto se
agregd la leyenda “+2 Aislamientos clinicos”. Por lo tanto, la plasmoteca se construyd a partir de 40 transconjugantes
y 2 aislamientos clinicos.

Como se menciond en Materiales y Métodos, en todos los aislamientos clinicos se habia

identificado la especie bacteriana mediante pruebas bioquimicas. En este trabajo, para
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corroborar esta identificacion, los 87 aislamientos seleccionados, se identificaron también
mediante la técnica de MALDI-TOF. Sélo se obtuvieron diferentes especies para: K. variicola
M7943, identificado por pruebas bioquimicas como K. pneumoniae, y E. kobei M9921,
identificado previamente como E. cloacae, las cuales fueron corregidas segun el resultado de
MALDI-TOF.

A partir de estos 87 aislamientos clinicos con PMQRs, se seleccionaron 40 aislamientos
representativos Figura 41, es decir, aquellos de distintas especies de Enterobacterales y que
contenian diferentes genes de PMQRs, o sus distintas combinaciones presentes en un mismo
aislamiento, y finalmente, si las tres caracteristicas anteriores eran iguales, se seleccionaron
aislamientos de distintos hospitales. Los datos epidemiolégicos (especie bacteriana, fecha de
aislamiento, hospital, tipo de muestra y PMQR) de cada aislamiento se muestran en la Tabla 7, y
la localizacién geografica de los hospitales en los que se recolectaron los aislamientos se muestra
en la Figura S1.

Seccién 5.02  Conjugaciones biparentales

Los 40 aislamientos clinicos seleccionados, se conjugaron con E. coli J53 Az-R. Se
obtuvieron transconjugantes para 38/40 aislamientos (Figura 41). Cabe destacar que los
aislamientos Q1130 y M9257 del Objetivo | estdn incluidos en estas 38 conjugaciones positivas.
En dos casos, K. pneumoniae M9828 y K. quasipneumoniae M17277, se obtuvieron dos
transconjugantes con diferentes genes PMQRs para cada aislamiento dador. En el primer caso
(M9828) se transfirieron separadamente los genes aac(6')-1b-cr5 y gnrB10 a las transconjugantes
TC-M23438 y TC-M23439, respectivamente. En el otro aislamiento (M17277), se transfirieron
tres genes de PMQRs a dos transconjugantes diferentes: TC-M25520 con gnrB4, y TC-M25207
con gnrB52 mas aac(6')-1b-cr5. Por lo tanto, a partir de 38 aislamientos clinicos se obtuvo un total
de 40 transconjugantes que integraron la plasmoteca. Ademas, para dos aislamientos clinicos, E.
coli Q4160 y K.pneumoniae M21692 no se obtuvieron transconjugantes. Para poder estudiar los
plasmidos portadores de PMQRs, estos aislamientos se agregaron a la plasmoteca. Por lo tanto,
el nimero final de cepas en la plasmoteca fue de 42: 40 transconjugantes y 2 aislamientos clinicos
(Figura 41).

En las transconjugantes obtenidas, ademas de confirmar la presencia de los genes PMQRs
transferidos mediante PCR, se corrobord la transferencia de un fenotipo compatible con la
presencia de estos mecanismos, analizando el perfil de sensibilidad a quinolonas vy
aminoglicésidos, por el método de difusidn con discos (ver el anexo Informacion suplementaria,
Tabla S1 vy Figura S2).
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Tabla 7. Datos epidemioldgicos de los 40 aislamientos seleccionados para la plasmoteca.

Aislamiento Fecha Tino de
Especie . . Hospital  Localizacion P PMQRs
Clinicos aislamiento muestra
Septiemb
M11007 K. oxytoca Epzlggg e I[:)t;rrjw:ir:ieAz CABA orina con sonda gnrS1
M11059 E. coli Novz'gggbre R. Gutiérrez CABA flujo vaginal qnrB19
M11085 K. pneumoniae it o 2002 Evita Lanus, GBA aspirado traqueal gnrB10
K. Marzo 2014 B4
M17277 ) . ‘ R. Gutiérrez CABA screening anrss, aac(6')-1b-cr5
quasipneumoniae qnrB52
M17464 E. clocae Quiito 20 R. Gutiérrez CABA screening gnrAl
M21014 K. pneumoniae Marzo 2016 R. Gutiérrez CABA screening gnrB1 aac(6')-1b-cr5
Octubre 2016 BvE Pardn
M21692 E. clocae Abril 2017 CABA hemocultivo gnrEl aac(6')-1b-cr7
San Martin
M22246 P. stuartii Junio 2006 Pirovano CABA aspirado traqueal gnrB1
Junio 2006
M7916 E. clocae Pte. Peron Aveggr;eda N/C gnrB10
M7943 K. variicola Diciembre 2006 Favaloro CABA hemocultivo gnrB10 aac(6')-1b-cr5
Abril 2007
M9167 K. pneumoniae " Rawson CORDOBA orina con sonda gnrS1
Cordoba
Abril 2007 i
M9257 K. variicola " Paranenlo CABA orina gnrEl
Pifiero
Abril 2007 S f ji
M9272 M. morganii Joseé Maria CABA tejido aac(6')-Ib-crs
Penna pseudoaneurisma
M 2005 iqui
M9306 K. pneumoniae ave R. Gutiérrez CABA I|qu|do, aac(6')-1b-cr5
cefaloraquideo
M9314 K. pneumoniae Ao AUty Favaloro CABA orina gnrB10 aac(6')-1b-cr5
E 2008
M9518 E. Asburiae nere Dr. Ju,an A CABA herida quirurgica aac(6')-1b-cr5
Fernandez
M9684 S. marcescens Al 200082 Evita Lanus, GBA hemocultivo gnrB10 aac(6')-1b-cr7
M 2008 i
M9820 E. coli e Pa;)rir;eerrglo CABA liquido abdominal gnrB19
Junio 2008
M9828 K. pneumoniae une Cuatr(? = Roque~Saenz orina gnrB10 aac(6')-1b-cr5
Junio Pefia
M9863 K. pneumoniae Julio 2008 Masvernat ENTRE RIOS absceso, orina gnrB1 aac(6')-1b-cr5
Agosto 2008 Dr. C
M9902 E. coli & r ogme CABA liquido abdominal qnrB2 aac(6')-1b-cr5
Argerich
M9921 E. kobei Julio 2008 Evita Lanus, GBA hemocultivo qnrB10 aac(6')-1b-cr7
Octubre 2008 P i
M9932 K. pneumoniae T;i?eerzlo CABA orina gnrS1 aac(6')-1b-cr5
M9966 Salmonella spp. Agosto 2008 Evita Lanus, GBA coprocultivo qgnrB2
Abril 2007 Policlini
M9992 K. pneumoniae E;Cnl[:;o SAN LUIS herida quirdrgica aac(6')-1b-cr7
Abril 2007 Centro de
Q1130 K. pneumoniae Abril 2007 Microbiologla  TycumaN orina sin sonda qnrel
Médica
Abril 2007 i
Q1187 E. coli " Sa:/ﬁiglo CABA sangre aac(6')-1b-cr5
Abril 2007 i
Q1211 K. pneumoniae Rawson SAN JUAN piel y partes gnrB2
blandas
Abril 2007
Q2108 K. pneumoniae " pr. Cos'me CABA orina con sonda gnrB19
Argerich
Abril 2007 i
Q3039 E. clocae " Dr. JL{an A CABA piely partes aac(6')-1b-cr7
Fernandez blandas

103



Q3094

Q3108

Q4016

Q4020

Q4134

Q4143
Q4160
Q5005

Q5029

Q5099

Seccion 5.03

) Abril 2007
K. pneumoniae
Abril 2007
K. oxytoca
) Abril 2007
K. pneumoniae
Abril 2007
K. oxytoca
) Abril 2007
E. coli
. Abril 2007
C. freundii
E @t Abril 2007
Abril 2007
E. clocae
o - Septiembre

Noviembre

K. pneumoniae
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Dr. Cosme piel y partes ,
Argerich CABA blandas S
Angel C. , ) .

Padilla TUCUMAN lig. peritoneal aac(6')-1b-cr5
Mgrual SAN JUAN orina sin sonda gnrB2
Quiroga
Sor Marfa ' )
. LA PLATA, GBA orina sin sonda qnrB2
Ludovica

Clin. Reina s
Fabiola CORDOBA N/C aac(6')-1b-cr7
CuatrQ de RoqueNSaenz orina con sonda gnrB10 aac(6')-1b-cr5

Junio Pefia

Lucio Molas LA PAMPA orina sin sonda 0gxAB

Centengrlo SANTA FE orina sin sonda aac(6')-1b-cr7
(Rosario)

Angela Llano CORRIENTES orina sin sonda gnrB10

r. Julio C. CHACO orina sin sonda qnrB10

Perrando

Perfil plasmidico por endonucleasa S1

Se compard el perfil plasmidico de cada aislamiento clinico parental con el de su/s
respectiva/s transconjugante/s utilizando la técnica de endonucleasa S1 que permite linealizar
los plasmidos. Los pares cepa clinica (lineas en gris claro) con su respectivo transconjugante
(lineas en blanco) se resumen en la Tabla 8. En gris oscuro se resaltan los tamafios estimados de
los plasmidos presentes en ambos aislamientos (clinico/transconjugante).

Tabla 8. Perfiles plasmidicos de aislamientos clinicos parentales y de su/s respectiva/s transconjugante/s.

Cepa

Especie

Plasmidos (Kb)

Transconjugantes con un solo pldsmido

M7916 E. cloacae 316 148
TC-M23226 E. coliJ53 320
M7943 K.variicola 372 83
TC-M23825 E. coliJ53 369
M9167 K. pneumoniae 156 144 78
TC-M23740 E. coliJ53 76
M9257 Kva 248 115 102 81 42
TC-M21844 E. coli J53 81
M9272 M. morganii 55 <20
TC-M23153 E. coliJ53 49
M9306 K. pneumoniae 96 81
TC-M23172 E. coli J53 80
M9314 K. pneumoniae 182 59
TC-M23667 E. coliJ53 63
M9518 E. asburiae 333 102 54
TC-M23227 E. coliJ53 54
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M9684 S. macescens 336 302
TC-M23252 E. coli J53 330
M9820 E. coli *
TC-M11894 E. coliJ53 34
M9863 K. pneumoniae 305 209 <20
TC-M23404 E. coliJ53 197
M9902 E. coli 357 116
TC-M9979 E. coliJ53 119
M9921 E.kobei 344 90 60
TC-M23665 E. coliJ53 342
M9932 K. pneumoniae 215 109 88 53
TC-M23090 E. coliJ53 54
M9966 Salmonella 340 175 113 84 42 <20
TC-M23152 E. coliJ53 343 40
M9992 K. pneumoniae 156 124 68 38
TC-M23408 E. coliJ53 69
M11007 K. oxytoca 169 79
TC-M23407 E. coliJ53 75
M11059 E. coli 65 32
TC-M23539 E. coli J53 35
M11085 K. pneumoniae 213 155 68 47
TC-M23174 E. coli J53 66
M21014 K. pneumoniae 250 168
TC-M21217 E. coliJ53 166
M22246 P. stuartii 142
TC-M22714 E. coliJ53 135
Q1130 K. pneumoniae 186
TC-M15051 E. coli J53 186
Q1187 E. coli 168 148 74 33 30
TC-M23337 E. coliJ53 35
Q1211 K. pneumoniae 175 139 102 62
TC-M23202 E. coliJ53 166 61
Q2108 K. pneumoniae 338 216 103
TC-M23382 E. coliJ53 339
Q3039 E. cloacae 114
TC-M23125 E. coliJ53 115
Q3094 K. pneumoniae 137 127 122 77 32
TC-M23384 E. coliJ53 33
Q3108 K. oxytoca 193 178 43 <20
TC-M23097 E. coliJ53 41
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Q4016 K. pneumoniae 368 220 147 99 42
TC-M23827 E. coliJ53 363
Q4020 K. oxytoca 229 110 58
TC-M23381 E. coliJ53 57
Q4134 E. coli 114 50
TC-M23338 E. coliJ53 47
Q4143 C. freundii 245 218 194 115 59 51
TC-M11222 E. coli J53 195 57
Q5005 E. cloacae 277 238 133 105 75 44 <20
TC-M23386 E. coli J53 66
Q5029 E. cloacae 315 160 99 61
TC-M23426 E. coliJ53 316
Aislamientos con dos transconjugantes
M9828 K. pneumoniae 224 133 67
TC-M23438 E. coli J53 135
TC-M23439 E. coli J53 69
M17277 K. quasipneumoniae >453 221 126 111
TC-M25520 E. coliJ53 >453
TC-M25207 E. coli J53 111
Transconjugantes con rearreglos genéticos
M17464 E. cloacae 265 129
TC-M25209 E. coli J53 392 264 125
Q5099 K. pneumoniae 145 122 50
TC-M23428 E. coli J53 373 176 49
Aislamientos clinicos que no conjugaron
M21692 E. cloacae 148 105
Q4160 E. coli -

La Tabla estd organizada por grupos aislamiento clinico-transconjugante/s, ordenados por orden alfabético y
numeérico, de acuerdo al cddigo de identificacidn de los aislamientos parentales. Cada grupo estd separado por lineas
indicandose el aislamiento parental en fondo gris, y la/s transconjugante/s correspondiente/s en fondo blanco. Los
tamafios de plasmidos concordantes entre el aislamiento parental y la transconjugante correspondiente, se resaltan
en negrita y con fondo gris oscuro. Al final de la Tabla se muestran los dos casos donde hubo posibles rearreglos en la
conjugacion (se resaltan los resultados discordantes en naranja) y los dos aislamientos clinicos para los que no se
obtuvieron transconjugantes. * Para el aislamiento M9820 no fue posible determinar el perfil plasmidico, ya que el
ADN se degradaba en el proceso.

En 37 de las 40 transconjugantes, los tamafios de los plasmidos concordaron con los del
aislamiento parental. Los tres casos restantes son los siguientes (Tabla 8):

a) En el aislamiento clinico E. coli M9820 no se pudo determinar el perfil plasmidico por
S1, aunque el ensayo se repitiod varias veces, observandose en todos los casos que el ADN estaba
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degradado. Sin embargo, el tamario del plasmido transferido a la TC-M11894 se pudo determinar
sin problemas.

b) El aislamiento K. pneumoniae Q5099 y su TC-M23428 presentaron 3 plasmidos cada
uno, sin embargo, solo uno estuvo presente en ambas cepas, 50Kb y 49Kb, respectivamente. El
aislamiento TC-M23428 presenté dos plasmidos (373Kb y 176Kb) ausentes en la cepa parental.

c) El aislamiento E. cloacae M17464, mostrd 2 bandas de 265 y 129 kb mientras que su
transconjugante TC-M25209 mostrd una tercera banda adicional de 392 kb.

Luego de reiterados ensayos de endonulceasa S1, se obtuvieron los mismos resultados
mencionados en (b) y (c), lo cual sugiere que ocurrieron rearreglos genéticos durante el proceso
de conjugacion. En ambos casos, las transconjugantes se excluyeron de la plasmoteca, y se
reemplazaron por los aislamientos dadores para continuar con las etapas posteriores de
caracterizacidon molecular.

De las 37 transconjugantes cuyas bandas plasmidicas concordaron con las de los
aislamientos parentales, se observé que hubo 3 casos, TC-M23152, TC-M23202 y TC-M11222
(correspondientes a los aislamientos clinicos M9966, Q1211 y Q4143, respectivamente), en los
gue se transfirieron dos plasmidos a cada transconjugante (Tabla 8).

Finalmente, se analizaron los perfiles plasmidicos de los aislamientos en los que no se
pudieron obtener transconjugantes. Se determind que K. pneumoniae M21692 contenia 2
plasmidos de 148 y 105 kb, pero para el aislamiento E. coli Q4160 (el Unico portador de ogxAB)
no se observo ninguna banda, a pesar de haber repetido el ensayo (Tabla 8).

Sin considerar las dos transconjugantes en los que hubo posibles rearreglos (TC-M25209
y TC-M23428), y las tres que contenian mas de un plasmido (TC-M11222, TC-M23152 y TC-
M23202), las 35 transconjugantes restantes, tuvieron una distribucion de tamafios de plasmidos
cuya mediana fue de 80 kb, con un rango de 33 a >450 kb. En un estudio realizado recientemente,
se analizaron mas de 4.600 secuencias de plasmidos obtenidos de PLSDB y 926 de estos
pertenecian a Enterobacterales, con una mediana de 46 kb y un rango de tamafo de 1,2 a 793
kb.!3 Cabe aclarar que el ensayo de endonucleasa S1 utilizado, tenia ese mismo rango de
deteccion. Una caracteristica propia de este ensayo, es que por debajo de 30 kb
aproximadamente, la corrida electroforética ya no tiene buena resolucién, con lo cual es posible
gue no se detecten plasmidos menores a 30kb.

Se analiz6 la dispersion de tamanos de plasmidos mas en detalle, y se observé que, si bien
el rango de tamarfios fue muy amplio, 75% de los plasmidos tiene un tamafio menor a 190 kb.
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Seccion 5.04 Secuenciacidon masiva de ADN

Para comenzar a caracterizar molecularmente los plasmidos incluidos en la plasmoteca
(38 transconjugantes y cuatro aislamientos clinicos) se utilizaron en primera instancia las técnicas
usadas rutinariamente en nuestro laboratorio, es decir extraccién de ADN plasmidico con el kit
indicado en Materiales y Métodos y secuenciacion por la tecnologia de Illumina. Esta
metodologia se aplicd a 10 transconjugantes, que contenian plasmidos en un rango de 34 a 369
kb. Las lecturas cortas obtenidas se ensamblaron de novo con Unicycler. Como se observa en la
Figura 42, sdlo en cuatro casos se obtuvieron secuencias cerradas (circulares) de 31.584, 64.387,
86.076 y 87.693 pb. Para los 6 casos restantes se obtuvieron contigs lineales. Las secuencias
cortas de Illumina (250 bp) pueden constituir una limitacién cuando los genomas contienen
segmentos de ADN repetidos de mayor longitud que el tamafio de la lectura. Por esta razén, los
ensambladores no pueden asignar qué copia de la repeticién corresponde a la secuencia que se
estd ensamblando, reflejando una pérdida de continuidad y generando contigs. Esto representa
una limitacién en el andlisis de plasmidos que poseen gran variedad de EGMs que contienen
repeticiones (IS, transposones, integrones, etc) y/o que pueden estar en mas de una copia. Por
lo tanto, fue necesario implementar un método de secuenciacion adicional.

Se implementd una tecnologia nueva de NGS para el laboratorio, ONT, que produce
lecturas largas de mas de 100 kb pero que tienen mayor tasa de error que llllumina. De esta
manera, ONT permite realizar un ensamble hibrido, combinando esas lecturas largas con las
cortas de lllumina. En el ensamble hibrido, la longitud de las lecturas largas es suficiente para leer
a través de las repeticiones, eliminando el problema de falta de continuidad que tienen los
ensambladores. Por otro lado, las lecturas cortas de lllumina permiten reducir el error.

Cabe aclarar que para la tecnologia de ONT se debe hacer una extraccion de ADN que
mantenga la integridad fisica de la molécula en el mayor grado posible (para obtener lecturas de
maxima longitud). Por esta razon, no se puede utilizar el mismo sistema de extraccion de ADN
empleado para lllumina, ni tampoco realizar una extraccion especifica para ADN plasmidico (se
debe extraer ADN total). Para las 6 transconjugantes en las que no se obtuvieron secuencias
cerradas de sus plasmidos utilizando solo secuenciacion con Illumina, se realizé6 una segunda
extraccion de ADN, utilizando un kit especifico que habia demostrado ser el mas conveniente
para la secuenciacion con ONT, en el grupo de trabajo del Dr. Melano (Laboratorios de Salud
Publica de Ontario, Canadd). Con la implementacién de ONT, y ensamble hibrido, se obtuvieron
secuencias circulares para esas seis transconjugantes (Figura 42). Con este antecedente, en el
resto de las 32 cepas de la plasmoteca, se realizaron extracciones de ADN total con el kit para
ONT y se secuenciaron mediante ambas tecnologias. Como se muestra en la Tabla 9, para las 38
cepas secuenciadas por ONT, el rango de longitud maxima de lectura fue de 96.582 a 197.706 pb.
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Plasmoteca n=42
Extraccién de plasmidos

¥ 4 Secuencias cerradas
(circulares) con el

ensamble de lecturas

g @ cortas de lllumina.

o 8

con el ensamble Hibrido
(llumina + Nanopore)

4/42 Ensamble de novo sélo con lllumina resultaron en secuencias
secuencias cerradas (circulares)

38/42 Ensamble Hibrido de secuenciacion por lllumina y Nanopore de los
cuales:

-6 ensambles realizados de extracciones de plasmidos resultaron
secuencias cerradas (circulares)

-32 extracciones de genoma completo (cromosoma y plasmidos)

(0.}

(0]
(0. Jo-} J0.)
(0} Jo.-)
(0. F Jo-} Jo.)
(0 A0
(0} 40 J0.]

6 Secuencias cerradas

(0-F Aot Jo-} Jo.)

(0 J0. ]

(0]

(0 F Ao} Jo. ]
= >

(0]
S
(0]
(0]

lllumina + Nanopore

Plasmoteca
n=42

Figura 42. Secuenciacion de las 42 cepas de la plasmoteca. La plasmoteca consistid en 38 transconjugantes y 4
aislamientos clinicos (n=42). Arriba se muestra que se realizd extraccién de plasmidos para 10 cepas, de los cuales
solo 4 ensambles de novo de la secuenciacién por lllumina dieron como resultado secuencias circulares cerradas. En
los 6 casos restantes, fue necesario secuenciar mediante ONT para realizar un ensamble hibrido (lllumina + ONT).
Finalmente, abajo se detalla que en 4/42 se obtuvieron secuencias circulares cerradas utilizando sdlo illumina, y en
38/42 restantes se hizo ensamble ensamble hibrido (Illumina + ONT) para obtener secuencias circulares cerradas.
Cabe destacar, que dentro de los 38 casos en las cuales se realizé ensamble hibrido, en 6 cepas se utilizd el ADN
obtenido en la extraccion de plasmidos para la secuenciacion por lllumina, mientras que en 32 cepas se extrajo el
genoma completo (ADN cromosémico y plasmidico) para el mismo fin.
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Tabla 9. Métricas de la secuenciacion por ONT.

Cantidad de bases Cobertura Cantidad de lecturas Lectura Lectura Promedio del

secuenciadas de ONT obtenidas de ONT mayor de ONT menor largo

Minimo 109.816285 22 11.169 96.582 90 4.963
Maximo 2.299.621.097 386 230.250 197.706 129 16.550
Q1 359.727.268 75 38.732 110.495 100 7.930
Mediana 578.544.568 125 61.222 115.249 106 9.794
Q3 785.664.841 166 80.531 123.420 113 13.247
Promedio 664.977.398 133 67.375 120.984 107 10.400
IQR 425.937.573 90 41.800 12.925 13 5.318

Las lecturas obtenidas para cada una de las 38 secuenciaciones por ONT, se analizaron mediante el script Assembly-stats. Se
describen en la tabla los valores minimos, maximo mediana, promedio, cuartil 1 (Q1), mediana, cuartil 3 (Q3) y rango intercuartilico
(IQR) para los valores obtenidos de las 38 secuenciaciones mediante la técnica ONT. Las variables analizadas consisten en: cantidad
de bases secuenciadas, cobertura (calculada segun largo total obtenido por secuenciacién / tamafio estimado del genoma*),
cantidad de lecturas de ONT obtenidas, promedio de largo de las lecturas, y en las lectura de ONT mayor del contig de mayor
tamafio, y de menor tamafio. *Para E. coli J53 se utilizd el tamafio de 4.682.574 pb13° sumado al estimado por endonucleasa S1
para los plasmidos, y para los aislamientos clinicos el valor de la cepa ATCC correspondiente. 140

Finalmente, con la combinacidon de la secuenciacién de Illumina y ONT se realizd el
ensamble hibrido, y se logrd circularizar los plasmidos presentes en la totalidad de la plasmoteca.

Seccién 5.05 Analisis de plasmidos portadores de genes PMQR

(a) Identificacion de los plasmidos portadores de genes PMQR

Para identificar genes de RAM se utilizaron las herramientas bioinformaticas
AMRFinderPlus y ResFinder. Todos los ensambles cerrados se analizaron con estas herramientas
y se pudo determinar aquellas moléculas correspondientes a plasmidos portadores de genes
PMQR (Tabla 10). Aquellos plasmidos que no presentaron algun gen PMQR no se analizaron en
detalle. Con la excepcion del aislamiento clinico E. coli Q4160, todas estas secuencias circulares
tenian tamafos acordes a lo esperado para un plasmido. En Q4160, 0gxAB se localizd en una
secuencia circular de 5,56 Mb, es decir el tamafio esperado para el c|[romosoma de E. coli. La
posible localizacion cromosémica de ogxAB concordd con los resultados negativos obtenidos en
los ensayos de conjugacion, asi como con la ausencia de bandas plasmidicas en el ensayo de
endonucleasa S1. Por esta razon Q4160 se elimind de la plasmoteca, aunque el analisis
bioinformatico se realizé de igual manera (seccion 5.06 - a). Por otra parte, el analisis del
aislamiento clinico K. pneumoniae M21692 demostré la presencia de dos plasmidos, cada uno de
los cuales contenia un gen PMQR distinto (gnrE1 y aac(6’)-1b-cr), por lo cual se agregd un
pldsmido mas a la plasmoteca. Por lo tanto, la plasmoteca se construyd con 42 pldsmidos
portadores de genes PMQR (Figura 43 y Tabla 10).

Los plasmidos que contenian los genes PMQRs identificados en el analisis de genes RAM
se nombraron con la letra “p” de plasmido, seguido por la especie del aislamiento clinico portador
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y el cédigo de identificacion del mismo en el cepario de nuestro laboratorio, y por ultimo el
tamano del plasmido en kilobases determinado por anilisis de secuencia. Por ejemplo: el
plasmido “pEco_M9902_127" proviene del aislamiento clinico E. coli M9902 y tiene un tamafio
de 127 kb (ver Tabla 10). Los plasmidos que se habian nombrado previamente como
pl17277B_123, pl17277A_477 vy pKpl130%, se renombraron en esta tesis como
pKgsq_M17277_123, pKgsq_M17277_477 y pKpn_Q1130_193 respectivamente.

Plasmoteca:
- Q41
42 cepas Sl
con PMQR . comosoms

-1 aislamiento

E. coli Q4160 tenia el gen PMQR en el cromosoma y
no contenia pldsmidos, se descarté de la plasmoteca

+1 plasmido

4 )
En las 3 transconjugantes con M 21 6 9 2 R

2 pldsmidos (TC-M11222, E ¥
TC-M23152 y TC-M23202), ) 1T \‘u,__._,.’ j
solo uno de ellos contenia E. clo’aca? M21692 tenia S 3
genes PMQRs 2 plasmidos, cada uno qnret
contenia un gen PMQR 3 .
distinto v

aac(6')-1b-cr7

- A

Finalmente, la plasmoteca incluyd 41 cepasy

42 plasmidos portadores de PMQRs.

Figura 43. Composicion final de la plasmoteca luego de establecer la localizacion de cada gen. La plasmoteca inicid
con 42 cepas con PMQRs, pero sufrié modificaciones con los resultados obtenidos por secuenciacién: el aislamiento
E. coli Q4160 contenia el gen 0gxAB en el cromosoma, por lo que se descartd de la plasmoteca; el aislamiento clinico
E. cloacae contenia dos PMQRS en plasmidos diferentes, por lo que sumé un plasmido a la plasmoteca; y por ultimo
ninguna da las tres transconjugantes que contenian dos pldsmidos contenia mas de un PMQR. Con estas
modificaciones, la plasmoteca finalmente consistié en 41 cepas y 42 plasmidos portadores de PMQRs.
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Tabla 10. Identificacién y denominacién de los plasmidos obtenidos por NGS.

Aislamientos Clinicos

Tamafio " S
estimado Tamafio Denominacién del
Cepa Especie Transconjugante Ensamble por NGS Genes PMQRs plasmido portador
porsl = h) de PMQR
k) P
M7916 E. cloacae TC-M23226 Hibrido 320 325.547 qnrB10 pEcl_M7916_325
M7943 K. variicola TC-M23825 Hibrido 372 60.263 qnrB10 aac(6')-lb-cr5 pKva_M7943 60
M9167 K. pneumoniae TC-M23740 [llumina 76 86.076 gnrS1 pKpn_M9167_86
M9257 K. variicola TC-M21844 Hibrido 81 90.347 gnrk1l pKva_M9257_90
M9272 Mmo TC-M23153 Hibrido 49 46.408 aac(6')-1b-cr5 pMmo_M9272_46
M9306 K. pneumoniae TC-M23172 Hibrido 80 90.069 aac(6')-1b-cr5 pKpn_M9306_90
M9314 K. pneumoniae TC-M23667 Hibrido 63 63.400 qnrB10 aac(6')-lb-cr5 pKpn_M9314 63
M9518 E. asburiae TC-M23227 Hibrido 54 55.248 aac(6')-1b-cr5 pEae_M9518 55
M9684 S. marcescens TC-M23252 Hibrido 330 342.804 qnrB10 aac(6')-1b-cr7 pSma_M9684 342
M9820 E. coli TC-M11894 Hibrido 34 36.539 gnrB19 pEco_M9820 36
M9828 K. pneumoniae TC-M23439 Hibrido 69 71.868 qgnrB10 pKpn_M9828 71
M9828 K. pneumoniae TC-M23438 Hibrido 135 138.475 aac(6')-1b-cr5 pKpn_M9828 138
M9863 K. pneumoniae TC-M23404 Hibrido 197 183.544 gnrB1 aac(6')-lb-cr5 pKpn_M9863 197
M9902 E. coli TC-M9979 Hibrido 119 127.921 gnrB2 aac(6')-lb-cr5 pEco_M9902_ 127
M9921 E.kobei TC-M23665 Hibrido 342 354.216 qnrB10 aac(6')-Ib-cr7 pEko_M9921 354
M9932 K. pneumoniae TC-M23090 Hibrido 54 55.550 gnrS1 aac(6')-Ib-cr5 pKpn_M9932 55
343 359.603 gnrB2 pSal_M9966_359
M9966 Salmonella TC-M23152 Hibrido
40 40.027 -
M9992 K. pneumoniae TC-M23408 Hibrido 69 73.281 aac(6')-Ib-cr7  pKpn_M9992 73
M11007 K. oxytoca TC-M23407 Ilumina 75 87.693  gnrS1 pKox_M11007_87
M11059 E. coli TC-M23539 [llumina 35 31.584 gnrB19 pEco_M11059 31
M11085 K. pneumoniae TC-M23174 [llumina 66 64.387 gnrB10 pKpn_M11085_64
TC-M25207 Hibrido 111 123.307 qgnrB52 aac(6')-1b-cr5 pKgsq_M17277_123
M17277 K. quasipneumoniae
TC-M25520  Hibrido ~ >453  477.340 qnrB4 pKgsq_M17277_477
Se elimino** 265 274.469 qgnrAl pEcl_M17464 274
M17464 E. cloacae Hibrido
- 138 138.989 -

112



Resultados Obijetivo Il - Analisis de pldsmidos portadores de genes PMQR

M21014 K. pneumoniae TC-M21217 Hibrido 166 175.492 gnrB1 aac(6')-lb-cr5 pKpnM21014 175

No conjugd* Hibrido 105 102.193 gnrEl pKpn_M21692_ 102
M21692 K. pneumoniae
No conjugd * Hibrido 148 150.550 aac(6')-1b-cr7 pKpn_M21692 150
M22246 P. stuartii TC-M22714 Hibrido 135 146.393 gnrB1 pPst_M22246_146
Q1130 K. pneumoniae TC-M15051 Hibrido 186 193.854 gnrEl pKpn_Q1130_193
Q1187 E. coli TC-M23337 Hibrido 35 50.078 aac(6')-1b-cr5 pEco_Q1187_50
166 174.963 qnrB2 pKpn_Q1211 174
Q1211 K. pneumoniae TC-M23202 Hibrido
61 67.931 -
Q2108 K. pneumoniae TC-M23382 Hibrido 339 343.372 qnrB19 pKpn_Q2108_343
115 124.864 o
Q3039 E. cloacae TC-M23125 Hibrido
- 36.531 aac(6')-Ib-cr7  pEcl_Q3039 36
Q3094 K. pneumoniae TC-M23384 Hibrido 33 56.682 aac(6')-Ib-cr5 pKpn_Q3094_56
Q3108 K. oxytoca TC-M23097 Hibrido 41 43.268 aac(6')-1b-cr5 pKox_Q3108 43
Q4016 K. pneumoniae TC-M23827 Hibrido 363 381.943 gnrB2 pKpn_Q4016_381
Q4020 K. oxytoca TC-M23381 Hibrido 57 53.237 gnrB2 pKox_Q4020_53
Q4134 E. coli TC-M23338 Hibrido 47 62.305 aac(6')-Ib-cr7  pEco_Q4134_62
57 61.205 qnrB10 aac(6')-lb-cr5 pCfr_Q4143 61
Q4143 C. freundii TC-M11222 Hibrido
195 200.887 -
Q5005 E. cloacae TC-M23386 Hibrido 66 55.183 aac(6')-Ib-cr7  pEcl_Q5005_56
Q5029 E. cloacae TC-M23426 Hibrido 316 328.541 qgnrB10 pEcl_Q5029_328
- 144 150.868 -
Q5099 K. pneumoniae Se elimino** Hibrido 122 132.807 qnrB10 pKpn_Q5099 132
- 50 54.145 -

Las secuencias de los plasmidos portadores de genes PMQRs se obtuvieron por NGS de las transconjugantes
correspondientes, a menos que se especifique lo contrario. En color naranja se resaltan los resultados obtenidos por
NGS que no concordaron con los estimados por endonucleasa S1, y en color gris, los plasmidos que se descartaron
por no poseer genes de PMQRs. *El aislamiento clinico no conjugd; la secuencia del plasmido portador de PMQRs se
obtuvo por NGS de dicho aislamiento. **La transconjugante obtenida se elimind por posibles rearreglos gendémicos
ocurridos luego de la conjugacidn; la secuencia del plasmido portador de PMQRs se obtuvo por NGS del aislamiento
clinico parental.

Mediante comparacién de los tamafios de los plasmidos portadores de genes PMQRs
estimados por endonucleasa S1y los obtenidos por NGS, se observaron dos discrepancias (Tabla
10 resultados resaltados en naranja). En primer lugar, si bien en el analisis por endonucleasa S1
el aislamiento clinico Q3039 y su TC-M23125 tenian una sola banda de aproximadamente 114 kb
y 115 kb, respectivamente, en la secuenciaciéon de esta ultima cepa se obtuvieron dos contigs
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circulares de 124.864 y 36.531 pb, ademas del cromosoma circular. Ademads, en una segunda
transconjugante de Q3039, denominada TC-M23126, no se habian observado bandas en el
ensayo de endonucleasa S1, a pesar de haber pasado las pruebas fenotipicas y genotipicas de la
conjugacién [antibiograma y PCR positiva para aac(6')-1b-cr]. Por esta ultima razén, TC-M23126
se habia descartado y se secuencié TC-M23125. La explicacion mas plausible de esta discrepancia
se fundamenta en que el plasmido de aproximadamente 36 kb portador de aac(6')-1b-cr no se
pudo visualizar en los ensayos de endonucleasa S1 del aislamiento parental Q3039, ni en los de
sus dos transconjugantes, debido a que su tamano esta en el limite de deteccién de dicho ensayo
(30 kb).

Una segunda discrepancia se observé comparando los resultados de endonucleasa S1 de
TC-M23825 con los obtenidos por secuenciacion. Si bien los resultados de endonucleasa S1
coincidian para el aislamiento dador M7943 (372 kb) y su transconjugante TC-M23825 (369 kb),
el contig circular obtenido por secuenciacion de este ultimo, tuvo un tamafio mucho menor
(60.263 pb). Esta discrepancia sugirio que el aislamiento podria haber sufrido rearreglos
gendmicos.'*! Esta hipotesis se confirmo por estudios que se mencionan en la secciéon 5.07 — d
de esta tesis.

Si bien se observaron estas discrepancias, se realizé un andlisis de correlacién entre los
tamafios de los plasmidos portadores de genes PMQRs estimados por endonucleasa S1 vs.
obtenidos por NGS. Se observd una muy buena correlacidn lineal con coeficiente de Pearson
r=0,92 (p=4,8 x 10'Y7), y un r?=0,84 (Figura 44). Sélo se observé un caso con gran discordancia
entre el tamafo estimado por endonucleasa S1y el obtenido por NGS, que correspondid a la TC-
M23825 mencionado anteriormente (Figura 44, circulo rosa).

Considerando la buena correlacién entre ambas variables, se puede observar que el
ensayo por endonucleasa S1 subestima los tamafios de los plasmidos. Ademas, se observé menor
correlacién en los extremos del rango de tamafio de los plasmidos analizados, debido a que estos
extremos se aproximan a los limites de resolucidn. Por ejemplo, los cuatro plasmidos de menor
tamafio segfiun lo estimado por endonucleasa S1 estuvieron en el rango 33-35 kb, pero
correspondieron a tamafios de 32-57 kb obtenidos por secuenciacidn (Figura 44).

Con estos resultados se puede concluir que la técnica de endonucleasa S1 resulté muy
buena estimadora del tamafio de los plasmidos, considerando los pardmetros de corrida de PFGE
utilizados en este trabajo, y dentro de los limites de resolucion de esta metodologia.
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Figura 44. Correlacién lineal entre el tamafio de plasmido estimado por endonucleasa S1y el obtenido por NGS (n=41).
Sélo se consideraron los pldsmidos portadores de PMQRs y se excluyd pEcl_Q3039 36 ya que el valor de S1 no se
pudo asignar (ver seccién 5.05 - a). La linea obtenida por regresion lineal simple se indica como una linea azul continua,
y la zona sombreada en celeste, muestra el IC95 de su pendiente. El coeficiente de correlacion de Pearson fue de 0.92
(p=4.8 x 10'Y). La linea de puntos indica la recta de correlacion perfecta. El circulo rosa indica el Unico caso con mala
correlacién entre ambas técnicas. En el margen superior y derecho del grafico se muestran los histogramas
marginales, mostrando una tendencia hacia la izquierda, y hacia abajo respectivamente, lo que demuestra que en la
plasmoteca se observaron mayor cantidad de pldsmidos en el rango de 0 - 200 kb.
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(b) Coseleccidn de genes PMQRs y otros genes de RAM

La seleccién de genes PMQRs, junto con otros genes de RAM es muy relevante para la
salud publica, tanto desde el punto de vista clinico (multirresistencia, opciones de tratamiento),
como epidemioldgico (diseminacién de genes de RAM). Una de las formas de evaluar la
coseleccion de mecanismos de RAM es analizar los perfiles de sensibilidad a antibidticos en las
transconjugantes obtenidas luego de la conjugacién de los aislamientos clinicos en estudio. En
esta tesis, se analizo la sensibilidad a antibidticos de las transconjugantes obtenidas (ver el anexo
Tabla S1y Figura S2). Sin embargo, esta estrategia no permitia analizar la coexistencia en un Unico
plasmido, de genes PMQRs y de otros genes de RAM, para todos los plasmidos portadores de
PMQRs incluidos en la plasmoteca. Esto se debe a que siete cepas ademas de los plasmidos con
PMQRs contenian otros plasmidos sin genes PMQRs pero que podian contener otros genes de
RAM. Por lo tanto, se decidié evaluar ademas la presencia de otros genes de RAM en cada uno
de los plasmidos portadores de PMQRs incluidos en la plasmoteca. Para este fin, se identificaron
todos los genes de RAM presentes en los 42 plasmidos portadores de PMQRs secuenciados,
mediante AMRFinderPlus (Figura 45).

Todas las transconjugantes excepto TC-M23539, evidenciaron cotransferencia de genes
de RAM junto al PMQR. El 81% (34/42) de los plasmidos contenian genes de resistencia a las
sulfonamidas, esto se debe a que varios PMQRs estdn en integrones (se analiza mds adelante),
que contienen el gen sull dentro de la estructura conservada (3’CS). El 78% (33/42) de los
pldsmidos portadores de PMQR, tuvieron ademads algun gen de resistencia a los antibidticos B-
lactdmicos. Cabe destacar la deteccion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), tipo blacrx-
m-9, blactx-m-2, blacrx-m-1s, blaper-2 ¥ blaskv-s. En contraste, no se encontraron genes que codifiquen
para carbapenemasas en ninguno de los plasmidos portadores de PMQRs.

En cuanto a los aminoglucésidos, se encontrd un gran porcentaje de cotrasferencia, con
un 64% (26/42) de plasmidos portadores de genes de resistencia para esta familia. Ademas, 11
de ellos con mas de un gen de resistencia sobre aminoglucdsidos. Se observé la particularidad
que los genes aph(3")-Ib y aph(6)-Id se identificaron en forma conjunta. Un 59% (25/42) de los
pldasmidos fueron portadores de genes de resistencia a los fenicoles, en especial catAl (9
plasmidos) y catB3 (9 plasmidos). Se identificaron un 43% (18/42) de plasmidos con
cotransferencia de genes de resistencia para las tetraciclinas, siendo el mas abundante el gen
tet(A), identificado en 12 plasmidos. El 52% (22/42) de los plasmidos contenian genes de
resistencia las trimetoprimas, siendo dfrA14 exclusivamente asociado a los genes grnB2. En el
24% (10/42) se encontraron genes de resistencia para rifamicinas: 1 gen arr y 9 genes de arr-3.
Se identificaron 21% (9/42) de plasmidos portadores de genes de RAM para la familia de los
macrolidos. Se observé la particularidad de que los 5 pldsmidos de la plasmoteca portadores del
gen ere(A), contenian ademas gnrB10.
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Sélo dos de los 42 plasmidos (pEcl_M17464 274y pKqgsq_M17277 _477) de la plasmoteca
contenian genes de resistencia a colistina, especificamente mcr-9. Sin embargo, cabe aclarar que
este gen no confiere resistencia a colistina per se, ya que la expresién que genera el fenotipo de
resistencia a colistin parece depender de la presencia de dos genes adicionales gseCy gseB, que
se localizan adyacentemente a mcr-9.142, 143 Un solo pldsmido (pKqgsq_M17277_123) estaba
asociado al gen bleO que confiere resistencia a la bleomicina.

Finalmente, este andlisis permitié determinar que el 90% de los plasmidos estudiados
fueron MDR, es decir portadores de genes de RAM para 3 o mas familias de antibidticos. Estos
resultados indican que la cotransferencia de PMQRs con otros genes RAM es muy frecuente en
este grupo de plasmidos portadores de PMQRs, lo cual tiene un alto impacto en la salud publica.
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Figura 45. Genes de RAM detectados en los plasmidos portadores de genes PMQRs. En celeste se marcan los genes
que estan presentes en cada plasmido. En rosa se resaltan los plasmidos que se consideraron MDR, por contener
genes de RAM para al menos tres antibiéticos de diferentes familias. *Sul= sulfonamidas; Rif: Rifamicinas.

(c) Tipificacion de plasmidos

Mediante el andlisis bioinformatico se identificaron los grupos a los que pertenecen cada
uno de los 42 plasmidos portadores de PMQRs, observdndose una gran diversidad de replicones.
En total, se identificaron 18 replicasas diferentes, pertenecientes a 10 grupos de plasmidos: C, F,
HI, 1, M, N, R, U, X, y pKPC-CAV1193 (Figura 46). Estos plasmidos tuvieron replicones de un unico
grupo (36/42), o de grupos combinados (5/42), los cuales se denominaron plasmidos “hibridos”,
mientras que el plasmido pMmo_M9272_46 no se pudo tipificar. El 67% (28/42) de los plasmidos
de la plasmoteca pertenecieron a sélo tres grupos: N, F y HI. De estos tres, el mas abundante fue
el grupo N, con un 29% (12/42) de los plasmidos estudiados. Ademads, este grupo tuvo los
plasmidos de menor tamafio, con un promedio de 57,6 kb y un rango de 43,2 - 71,8 kb, en
concordancia con lo descripto en la bibliografia. 14 34

o Lo 10%

21%

2% ' 17%
12%

B C ®F ®mHl mHibrido mM m N B No tipable m pKPC-CAV1193 m X

Figura 46. Distribucion de grupos de plasmidos de la plasmoteca. Los plasmidos que contenian mas de una replicasa
perteneciente a diferentes grupos se denominaron hibridos.

El segundo grupo mas abundante de la plasmoteca fue el F, con una proporcién del 21%
(9/42). El tamafio promedio de estos plasmidos fue de 126 kb, con un rango de 86 - 193 kb,
intermedio a los rangos de los otros dos grupos mas abundantes, N y HI (Figura 47). Dentro del
grupo F se evidencid la alta diversidad de replicones F: dos Fll, dos FlI(pCRY)-like (81% de
identidad), un FlI(K) y un FlI(pSFO)-like (84% de identidad), y finalmente, tres plasmidos con doble
replicon: FIB(K) y FII(K).
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El tercer grupo de plasmidos mas abundante fue el HI, con 17% (7/42). Los plasmidos de
este grupo fueron los de mayor tamario de la plasmoteca, con un promedio de 350 kb y un rango
de 274 - 477 kb (Figura 47). Todos los plasmidos de este grupo tuvieron replicones compuestos
por HI2 y HI2A, excepto uno que contenia un replicon HI3 (Tabla 2).

Ademas de estos tres grupos mas abundantes, se encontraron cuatro plasmidos del grupo
C, con un promedio de tamafio de 151 kb y un rango de 132-175 kb, similar al rango de tamafio
observado para los plasmidos del grupo F.* Dos plasmidos del grupo X2 (2/42), con tamafios de
31 vy 36 kb (los mas pequefios de la plasmoteca), acorde a lo descripto en la bibliografia. Ambos
demostraron tener fagos incompletos en su secuencia, conforme a la teoria de que la adquisicion
de estos plasmidos en algunas especies podria se mediado por estos EGMs 4. Sélo se encontré
un unico plasmido del grupo M1 (73 kb), y otro (36 kb) tipificado con el mismo replicén del
plasmido pKPC-CAV1193 (49 kb), pero que no contenia los genes codificantes de
carbapenemasas detectados en este ultimo.

Los 6 plasmidos restantes de la plasmoteca mostraron particularidades en el andlisis de
tipificacion. Aparte de los replicones dobles comunmente observados tanto en el grupo F, con la
combinacion FIB(K)/FII(K), como en el grupo HI con las combinaciones HI2/HI2A vy
FIB/HI1B(pNDM-Mar), se hallaron cinco plasmidos con mas de un replicon. Como se menciond
anteriormente, estos pldsmidos se consideraron hibridos porque contenian replicones de
diferentes grupos, y tuvieron un rango de tamaio (62 a 381 kb) mucho mdas amplio que los
plasmidos con replicones de un solo grupo, cuyos tamainos fueron mucho mas acotados (ver
Figura 47). Los 5 plasmidos hibridos fueron los siguientes:

a) El plasmido pEco_M9902_127 de 127 kb, que contenia una combinacion de dos de los
tres grupos mayoritarios encontrados en la plasmoteca: N y FlI.

b) Dos plasmidos que contenian combinaciones con dos grupos no encontrados en forma
individual en los plasmidos mencionados hasta aqui: pEco_Q4134 62 con los replicones Ny U
(62 kb), y pKpn_M9828_138 con FIl y R (138 kb).

c) Como “no hay dos sin tres”, también se encontraron dos plasmidos con tres replicones
cada uno: pSal_M9966_359 con los replicones HI2/HI2A e ly (359 kb), y pKpnQ4016_381 con
FIB(K)/FII(K) y C (381 kb).

Finalmente, sdlo uno de los 42 plasmidos de la coleccidn (46 kb) no pudo tipificarse con
las replicasas incluidas en la base de datos de Plasmid Finder.

Los resultados resumidos en la Figura 47 indican que los plasmidos portadores de genes
PMQRs circulantes en Argentina tienen tamafos muy variables y una gran diversidad de
replicones, lo cual sugiere fuertemente un alto potencial de diseminacién horizontal. Ademas, no
se observé ninguna asociacion entre grupos de plasmidos y los tipos de genes PMQRs codificados
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en los mismos, lo cual sugiere que un gen PMQR particular es capaz de diseminarse mediante
diversos grupos de plasmidos. Si bien los 3 plasmidos portadores de gnrE1 incluidos en esta tesis
fueron del grupo F, cabe recordar que el plasmido con este mismo gen descripto en Brasil
(pKp41M) era del grupo M1. 100
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Figura 47. Grupos de pldsmidos detectados en la plasmoteca y densidad de IS. Los 42 plasmidos de la plasmoteca se
indican en el margen izquierdo de la figura, y estan ordenados de arriba a abajo, de acuerdo a los genes PMQRs que
portan (indicados a la derecha). La escala horizontal indica el tamafio de los plasmidos en pb. Los colores de los circulos
representan los grupos de plasmidos, los plasmidos hibridos (mas de 1 replicdn) y el Unico caso de un plasmido no
tipable, de acuerdo a la base de datos de Plasmid Finder. El tamafio de los circulos indica la densidad de IS de cada
pldsmido (ver siguiente seccion).

Con el fin de identificar los EGMs mas relevantes presentes en los plasmidos, se analizd
la presencia de ISs, transposones de la familia Tn3 e integrones, mediante herramientas
bioinformaticas.
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(d) Secuencias de Insercidn

Se analizé mediante busqueda en ISFinder la cantidad total de ISs encontradas en cada
plasmido (Figura 48), a qué familias pertenecian y cudntas copias de las ISs de cada familia se
encontraron por plasmido (Figura 49). En las figuras se puede observar que los plasmidos
presentaron al menos una copia de una IS y un maximo de hasta 57 ISs en un solo plasmido. En
cuanto al porcentaje de ISs respecto al tamafio total de cada plasmido tuvo un rango de 0,3%
hasta 29% de IS (pb I1S/pb plasmido x 100%), con una mediana de 9%. Los valores de densidad de
IS variaron desde un minimo de 0.95 hasta un maximo de 17 1S/10° pb, y una mediana de 9 (Figura
47). Se observo cierta tendencia a tener mayor densidad de IS en los plasmidos mayores a 100
kb (Figura 47), lo cual podria explicarse por una mayor capacidad para alojar ISs en dichos
plasmidos.
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Figura 48. Cantidad de ISs encontradas en cada plasmido portador de PMQRs. El contenido de ISs varié desde 1 a 57

por plasmido.
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Se identificaron las familias de IS encontradas en los plasmidos, y se analizd la abundancia
de cada una. Se encontré que la familia 1IS26 es la mayoritaria en los plasmidos, y ademas con un
alto numero de copias por plasmido (Figura 49). Segun este andlisis las familias 1S26 e IS-
familia_Tn3 fueron las que tuvieron mayor copia por plasmido. En el analisis de porcentaje de
pldsmidos que poseen mas de dos copias por familia, se encontrdé que las familias son: 1S26, IS-
familia_Tn3, IS1 e IS5. Estos resultados muestran que la familia de 1S26 esta ampliamente
distribuida en los plasmidos portadores de PMQRs, y que ademds contienen copias multiples por
plasmido.
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Figura 49. Ocurrencia de familias de ISs en la plasmoteca. A. Porcentaje de plasmidos portadores de las diferentes
familias de ISs, ordenadas de mayor a menor. B. Porcentaje de plasmidos portadores de al menos dos copias de una
misma familia de ISs por plasmido C. Porcentaje de plasmidos portadores de al menos tres copias de una misma familia
de ISs por plasmido. La familia 1IS26 (anteriormente denominada I1S6), incluye 1S26 y otros miembros.
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(e) Secuencias de insercion y transposones de la familia Tn3

Se analizod sélo la presencia de transposones de la familia Tn3 incluyendo el Tn1331 y
Tn6238, ya que las ISs denominadas “IS-familia_Tn3” fueron mencionadas en el apartado previo.
Se encontraron en el 45% (19/42) de los plasmidos secuencias altamente relacionadas con el Tn3
o con remanentes del mismo. La presencia de los elementos derivados del Tn3 tiene gran
relevancia por su coseleccidon de resistencia a la ampicilina, por la presencia de TEM-1 y de otros
genes RAM que pueden portar. Ademas, el 17% (7/42) contenia transposones completos, 21%
(9/42) con transposones parciales y 19% (8/42) sélo remanentes de transposones. Dentro de los
transposones encontrados, en pEcl Q3039 36 se identificd un Tn6238 completo que no se
describié en la NCBI-BD. Se analizaran las estructuras del Tn6238 en profundidad en la seccion
5.06-j-1.

(f) Integrones

La presencia de integrones se determind con IntegronFinder, y se confirmé con la
busqueda manual. En el 33% (14/42) de los plasmidos de la plasmoteca, se detectaron IC1
completos, mientras que en un 11% (11/42) se encontraron ICC1 con una sola copia de ISCR1. Un
7% (3/42) tuvieron ICC1, con dos copias de ISCR1 dentro del mismo integrén, por lo cual se los
denomind “twin”. El 19% (8/42) de los plasmidos tuvieron ICC1 incompletos, es decir con
deleciones en las regiones 5’CS, 3’CS o ISCR1. Finalmente, en el 36% (15/42) de los plasmidos no
detectaron integrones. En ninguno de los 42 plasmidos analizados se detectaron estructuras tipo
CALIN, es decir arreglos de casetes que no contienen el gen int/1 de la integrasa.

La localizacion de los integrones pertenecientes a las diferentes clases mencionadas
anteriormente se incluye en la 5.06.

(g) CRISPR

Mediante CRISPRFinder se analizaron los 42 plasmidos estudiados para evaluar la
presencia de sistemas CRISPR-Cas. S6lo en uno de estos plasmidos, pKpn_Q2108_343, se detectd
un arreglo CRISPR-Cas del tipo IV, con 21 espaciadores. Este plasmido contenia la combinacion
de replicones FIB y HI1B(pNDM-Mar), denominada HI3 en esta tesis, que resultd la mas asociada
a sistemas CRISPR-Cas seglin un estudio previo.?®>> En pKpn_Q2108_343, el CRISPR-Cas tipo IV
estuvo conformado por los genes casée, dinG, cas y un ORF de funcién desconocida y las 21
unidades repetidas localizadas rio abajo de los anteriores (Figura 50). A su vez, este sistema
CRISPR-Cas estaba flanqueado por ISIR y por ISKpn41l, de modo tal que la estructura
ISIR/CRISPR-Cas/ISKpn41 interrumpian el 3’CS2 de un ICC1 que contenia blactx-m2 en su vr-2
(Figura 50). Este resultado sugiere que alguna de las dos ISs podria estar involucrada en la
movilizacion del sistema CRISPR-Cas.
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CRISPR-Cas
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Figura 50. Arreglo CRISPR-Cas tipo IV detectado en el plasmido pKpn_Q2108_343. Por arriba y abajo de la linea gris
gruesa se indican los genes y ORFs (flechas) en orientacién directa y complementaria, respectivamente. La regla indica
la numeracion otorgada a este plasmido en la cual la base 1 corresponde a la primera base del gen rep. En fondo gris
se resaltan los genes del arreglo CRISPR-Cas.

Seccion 5.06  Analisis de los entornos genéticos de PMQRs y plasmidos
portadores

En los siguientes apartados se exponen los resultados del andlisis de los entornos
genéticos de los diferentes genes PMQRs.

(a) ogxAB

En el aislamiento E. coli Q4160, no se logrd transferir por conjugacién los determinantes
genéticos que otorgan el fenotipo caracteristico de ogxAB. Tampoco se observo ningln pldsmido
por la técnica de endonucleasa S1, a pesar de los reiterados intentos realizados. Por esta razén,
se secuencio6 directamente el aislamiento clinico, utilizando lllumina y ONT, y mediante ensamble
hibrido se obtuvo un solo contig circular de 5.560.072 pb, que correspondié al cromosoma de E.
coli Q4160. Si bien ogxAB se encontraban frecuentemente en el cromosoma de K. pneumoniae,
en E. coli estos genes no se habian reportado en el cromosoma, sino que se los encontrd siempre
localizados en plasmidos, como pOLA52, el primer pldsmido portador de ogxAB descripto en la
bibliografia, y, por lo tanto, la primera evidencia de su diseminacidon horizontal.1°® Por lo tanto,
primeramente se compararon las regiones flanqueantes de ogxAB en el aislamiento Q4160, con
pOLA52 (Figura 51). En Q4160, se encontré que estos genes estaban inmediatamente
flanqueados por dos copias de 1S26, localizadas en el mismo sentido, y formando una estructura
gue mostro 99% de identidad y 100% de cobertura con el transposén Tn6010 (6.731 pb),
localizado en pOLA52 y propuesto como el responsable de la movilizacion de ogxAB a este
plasmido. Esta no fue la Unica region con alta identidad entre Q4160 y pOLA52, ya que rio abajo
de ogxAB en Q4160, se hallé un fragmento también presente en pOLA52, que contenia bleO
flanqueado por IS26 y los restos de un Tn3. Sin embargo, este fragmento estaba localizado
adyacentemente al Tn6010 en pOLA52, mientras que en el cromosoma de Q4160 se encontré en
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el extremo opuesto de este transposon, y en orientacién contraria, posiblemente debido a un
evento de inversion (ver Figura 51). La presencia de 1S26 en los extremos de este fragmento
sugiere que podria ser la responsable de su movilizacién.

Por otra parte, se encontraron diferencias entre el entorno de ogxAB en Q4160 y pOLA52.
En primer lugar, el Tn6011, localizado en pOLA52, no se encontré en el cromosoma de Q4160. En
segundo lugar, rio abajo de ogxAB en Q4160, se encontraron los genes aph(4)-la y aac(3)-1V; el
operdn mer y otras regiones con alta identidad con Tn21; mph(B), y un ICC1, con aadAl como
casete, blactx-m-2 en la vr-2, y flanqueado por una IS26 en el extremo de int/1. Por lo tanto, se
definié unaregion del cromosoma de Q4160, de 64.981 pb, que estaba flanqueada por dos copias
de IS26 en orientaciones opuestas, y que contenia Tn6010 (con ogxAB) y todos los genes de RAM
y EGMs mencionados (Figura 51). La comparacién de esta regiéon con NCBI-BD mostré que 94 de
los 100 aciertos con mayor identidad correspondian a plasmidos de diversos tamafios y grupos,
encontrados en distintas especies bacterianas. Cabe destacar que en la plasmoteca no se
encontraron secuencias con identidad y cobertura relevante con esta region. Por otra parte, las
dos regiones de 100.000 pb adyacentes a los extremos de la regién de 64.981 pb flanqueada por
IS26 (ver Figura 51), se compararon contra NCBI-BD, y en ambos casos, se encontré que los 100
aciertos de mayor score correspondieron a secuencias de cromosomas de E. coli.

En conjunto, estos resultados demostraron la localizacién cromosdmica de ogxAB en
Q4160, y también sugieren que la regién de 64.981 pb flanqueada por IS26 que contiene estos
genes fue adquirida de uno, o varios plasmidos, en particular, pOLA52 o alguno de sus
relacionados. La presencia de las copias de 1S26 en los extremos de esta regién, donde se pierde
la identidad con los cromosomas de E. coli, sugiere que esta IS fue responsable del evento
genético que permitio la integracion de dicha region en el cromosoma de Q4160.

Para descartar que estos resultados no sean producto de un artefacto de las herramientas
bioinformaticas utilizadas, se realizé un mapeo de lecturas largas de ONT. Se utilizé el contig
circular del cromosoma de Q4160 como referencia, y se observé que habia suficiente cobertura
y continuidad en las lecturas de ONT a cada lado de cada extremo de la regién de 64.981 pb
flanqueada por I1S26, es decir, las 2 regiones donde se pierde la identidad con los cromosomas de
E. coli.
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Figura 51. Localizacion de ogxAB en el cromosoma de £. co/iQ4160 y comparacion con su localizacion en pOLA52. La
region del cromosoma de E. coli Q4160, que contiene ogxABy esta flanqueada por 1S26 (64.981 pb) estd representada
en escala. Arriba y abajo de la linea gris gruesa se muestran los genes y ORFs (flechas) detectados en orientacion
directay complementaria, respectivamente. Las copias de IS26 se indican en amarillo, y los genes de RAM en magenta.
Las flechas celestes indican cudles fueron las regiones de 100.000 pb que mostraron alta identidad con cromosomas
de E. coli, cuando se compararon contra NCBI-BD. Abajo se muestra la regidon de 21 kb de pOLA52 que contiene ogxAB.

En gris claro, y gris oscuro, se indican las regiones con identidad mayor al 99%, que estén localizadas en orientacion

directa y opuesta, respectivamente. Al final de la figura, se representa el Tn3, y las lineas de puntos indican los
fragmentos de este transposdn en pOLAS2, resultantes del clivaje por diversas inserciones de otros EGMs.
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(b) gnrA1

El aislamiento E. cloacae M17464 multiresistente fue el Unico de la coleccion portador del
gen gnrAl. M17464 mostro 2 plasmidos de aproximadamente 265 y 129 kb por endonucleasa
S1. Inicialmente se habia observado que el plasmido portador del gnrA1 era conjugativo, pero el
tamario del plasmido fue diferente entre la dadora y su transconjugante, por lo que se secuencid
al aislamiento clinico. El plasmido portador de gnrAl se llamdé pEcl_M17464_274, tuvo un
tamano de 274.469 pb y pertenecio al grupo HI con los dos replicones HI2 y HI2A. Mostrd un
porcentaje de IS de 8,91% y 9,4 de densidad de IS con 26 ISs, de las cuales 5 de ellas son copias
de IS26.

El gen gnrA1, se encontrd en una region rica en genes de RAM, localizado en la vr-2 de un
ICC1, como se describié en la bibliografial**, pero que fue probablemente interrumpido y
movilizado por dos copias de IS26 en igual orientacidn. Como se muestra en la Figura 52, la copia
de I1S26 de la izquierda interrumpid un 3'CS2, mientras que la derecha clivo el 3'CS1.
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Figura 52. Entorno genético de gnrA1 en pEcl_M17464_274. Por arriba y abajo de la linea gris gruesa se indican los
genes y ORFs (flechas) en orientacién directa y complementaria, respectivamente. La regla indica la numeracién
otorgada a este plasmido en la cual la base 1 corresponde a la primera base del gen rep. En fondo gris se resaltan los
genes del entorno de gnrA1 flanqueado por dos copias de 1S26 resaltadas en amarillas con borde negro.

El plasmido pEcl_M17464_274 es uno de los que poseen mas integrones de la
plasmoteca. Ademas del ICC1 remanente portador de gnrA1, se encontraron un IC1 y un ICC1.
Esto constituyd el primer reporte de gnrA1 en aislamientos clinicos de humanos de Argentina.

Por ultimo, también se encontré en pEcl_M17464 274 el gen mcr-9, identificado
recientemente.’?> Como se mencioné anteriormente la expresidn del gen mcr-9 necesita de dos
genes adicionales que no se encontraron presentes en este plasmido. El gen mcr-9 se encontré
flanqueado por dos IS (IS903 e IS1R), que probablemente sean las responsables de su
movilizacion.

En la comparacién con la PLSDB se encontraron 52 plasmidos con identidad mayor al 99%
con pEcl_M17464_274, la mayoria aislados de enterobacterias de muestras clinicas de humanos,
dispersos por todos los continentes, menos en Sudamérica.
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(c) gnrB1

La plasmoteca contenia 3 plasmidos portadores del gen gnrB1: pKpnM9863 183,
pKpnM21014_175 y pPstM22246_146 que mostraron la capacidad de transferirse mediante
conjugacion biparental. Aunque los ultimos dos plasmidos provenian de aislamientos clinicos de
especies distintas, fueron muy similares entre si: pPKpnM21014_175 (175.492 pb) contiene en su
totalidad a pPstM22246_146 (146.393 pb) con un 99% de identidad y ambos pertenecian al grupo
C. Las diferencias entre estos dos plasmidos se evidenciaron en un alineamiento entre ellos, y
radicaron en las regiones que contenian los genes de RAM. Estas diferencias podrian explicarse
mediante tres series de rearreglos gendmicos. En primer lugar, es necesario considerar que el
plasmido pKpnM21014 175 contenia dos regiones tetR/tetA mientras que pPstM22246 146
tenia sélo una. La existencia de la estructura flanqueada por las dos copias de tetR/tetA en
pKpnM21014_175, podria explicarse mediante una recombinacion homodloga seguida de una
inversion. La recombinacién homdloga se habria dado entre tetR/tetA de pPstM22246 146 y
tetR/tetA de una hipotética unidad translocable que contendria ademas el fragmento extra de
pKpnM21014 175 que contiene los genes de RAM mph(E) y msr(E) y cuatro copias de 1S26.
(Fragmento marcado como “C” en Figura 53). Consecutivamente, habria ocurrido una inversiéon
en la regién que contenia el gen gnrB1 y junto con un fragmento de IC1 que contenia 5’'CS vy el
casete dfrA14 (Fragmento marcado como “B” en la Figura 53). Sin embargo, las evidencias
disponibles para esta tesis no fueron suficientes para dilucidar el mecanismo genético que pudo
producir esta inversién.

En segundo lugar, el otro fragmento que contenia los genes adicionales de
pKpnM21014 175, aac(6')-1b-cr5, blaOXA-1, y aac(3)-lle, podria haber sido adquirida por este
plasmido gracias a las diversas copias de 1S26 presentes en el mismo (Fragmento marcado como
“A”en Figura 53).

Por ultimo, en tercer lugar, el plasmido pKpnM21014_175 contenia una region de 3.515
pb constituida por 1S26/5’CS/dfrA14, que se encontré duplicada e invertida en pPstM22246_146.
Es muy probable que esta region se haya duplicado (en una posible linea evolutiva de
pKpnM21014_175 a pPstM22246_146) o escindido (en una posible linea evolutiva inversa)
mediante un rearreglo gendmico mediado por IS26.
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Figura 53. Alineamiento de los tres plasmidos portadores de gnrB1. . Las lineas grises gruesas representan las
secuencias de cada uno de los pldsmidos, por arriba y abajo de ellas indican los genes y ORFs (flechas) en orientacion
directa y complementaria, respectivamente. Los genes de RAM se colorearon en magenta y en amarillo las copias de
IS26. La regla indica la numeraciéon otorgada para cada pldsmido en la cual la base 1 corresponde a la primera base
del gen rep. En barras se resaltan las regiones con una identidad mayor al 98% en gris aquellas con orientacion directa
y en azul con orientacién complementaria. Las regiones “A”, “B” y “C” se explican en los resultados.

El plasmido que contiene mayor cantidad de genes de RAM (pKpnM21014 175) tendria
una ventaja evolutiva en un ambiente con alta presion de seleccidén antimicrobiana.

Por otra parte, el tercer plasmido de la coleccién que contiene gnrB1, denominado
pKpn_M9863 183 (183.544 pb) pertenecia al grupo F con las replicasas FIB(K) y FII(K). El 14,6%
de la secuencia de este pldsmido estaba constituido por IS, con una densidad de 17,4 IS por 10°
pb. Ademas, pKpnM9863_183 contiene 12 copias de I1S26 en un segmento acotado de 50721 pb.
Dentro de esta regidn se encuentran todos los genes de RAM del plasmido, formando lo que se
denomina un grupo de genes de resistencia ligados a 1S26 (1S26-bounded resistance gene cluster).
Se observd un EGM derivado de ISEcp1 que contenia blactx-m-15 con la capacidad de movilizar este
gen independientemente de los rearreglos gendmicos que puedan generar las diferentes copias
de IS26. Dado que pKpnM9863_ 183 pertenece a otro grupo de plasmidos, la region de alta
identidad con los otros plasmidos descriptos previamente fue mucho menor. Sin embargo, en el
alineamiento de los tres plasmidos portadores de gnrB1 (Figura 53) se observo que este gen se
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encuentra en una region comun entre ellos de 13.962 pb con una identidad mayor al 99%,
flanqueada en pKpnM9863_ 183 por I1S26 e IS6100 (Figura 54). Si bien no fue posible encontrar
evidencia directa de que defina un EGM responsable de la movilidad de gnrB1, la gran
abundancia de 1S26 en pKpnM9863 183 y pKpnM21014_ 175 sugiere que esta IS podria estar
involucrada en la movilizacion de este gen. Ademas, la presencia de gnrB1 con entornos
genéticos comunes en plasmidos de diferentes grupos, apoya esta hipotesis.

1 5'Cs ORF
tnpA 153000 pspF 4N yghA 1526 ‘ dhfr! ‘ 156100
e e A A A
- > » ] 2
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Figura 54. Entorno genético de gnrBI1 en comun entre los tres plasmidos (pKpnM9863_183, pKpnM21014_175 y
pPstM22246_146). Por arriba y abajo de la linea gris gruesa se indican los genes y ORFs (flechas) en orientacion directa
y complementaria, respectivamente. La regla indica la numeracion otorgada a este plasmido en la cual la base 1
corresponde a la primera base del gen rep. La IS26 se resalta en amarillo con borde negro.

(d) gnrB2

Cinco plasmidos de la plasmoteca contenian gnrB2. Los 5 aislamientos portadores
mostraron la siguiente diversidad de especies: E. coli M9902, K. oxytoca Q4020, Salmonella
M9966, K. pneumoniae Q1211 y K. pneumoniae Q4016. Todos estos aislamientos pudieron
transferir el PMQR mediante conjugacion.

En todos los casos gnrB2, estaba contenido en la vr-2 de un ICC1, junto con fragmentos
del operdn sap y del gen pspF, como se describié previamente#6. Sin embargo, estos cinco ICC1
se clasificaron en dos grupos segun los genes de RAM encontrados en la vr-1 (Figura 55). El primer
grupo (A) sélo contenia el casete dfrA25 en la vr-1 y estaba localizado en los plasmidos
pEco_M9902 127 y pKox_Q4020 53 ambos del grupo N. El plasmido pEco_M9902 127, de
mayor tamafio (127921 pb), contenia a pKox_Q4020_53 (100% de cobertura y 99.94% de
identidad), pero ademads se encontré fusionado con otro plasmido (plasmido hibrido) mediante
recombinacién homologa. Este pldsmido, pEco_M9902 127 (127.921 pb), contenia dos
replicasas de grupos diferentes: N y FIl. También se encontraron dos regiones con T4SS, sélo un
oriT y un T4CP. También se observd un alto porcentaje de IS (12.9%) y densidad de copias de IS
(14.07), y con 6 copias de 1S26. Estos resultados sugirieron una posible fusion entre dos
plasmidos, uno de ellos pKox_Q4020_ 53 que se discute en la seccidon 5.07 - a). Ademas de gnrB2
el plasmido pEco_M9902_127 contenia los siguientes genes RAM: blacrx-m-15, blarem-18, aac(6')-
Ib-cr5, tet(A) y blaoxa-1 en una regién rica en 1S26. El 5'CS del ICC1 de este plasmido estaba
interrumpido por una region flanqueada por I1S26. El otro plasmido del grupo A, pKox_Q4020_53
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(53.237 pb), no tenia el 5°CS del ICC1 truncado por el fragmento flanqueado por IS26. A diferencia
del pEco_M9902_127, el unico gen relevante de RAM ademads de gnrB2 y dfrA25 fue tet(A).

A.

pKox_Q4020_53

(N)

pEco_M9902_127
(N+FI)

dfrA25  sull qnrB2
| Aqack | sapA ORF |ApspF |ORF IS6200

pKpn_Q1211_174
FIB(K) - FII(K)

pKpnQ4016_381
FIB(K) - FII{K) + C

pSal_M9966_359

HI2-HI2A + 1y

Figura 55. Integrones portadores de gnrB2. Se detallan los grupos de pldasmidos Ay B separados seguin la combinacion
de casetes de la vr-1 encontrada en los integrones portadores de gnrB2. Por arriba y abajo de la linea gris gruesa se
indican los genes y ORFs (flechas) en orientacién directa y complementaria, respectivamente. Los genes de RAM se
colorearon en magenta, el 5'CS en azul, 3’CS en verde, ISCR1 en rojo y en gris Apsp y sapA. Arriba de cada integrén,
en forma de circulo se esquematizan los plasmidos (no estan a escala), con colores diferentes segln el grupo de
plasmidos al que pertenecen.
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Los integrones portadores de gnrB2 del segundo grupo (B), contenian dfrA12 y aadA2 en
la vr-1 y se encontraron en tres plasmidos de esta coleccién: pSal M9966 359,
pKpn_Q1211 174, y pKpnQ4016_381. Dos de ellos pertenecian al grupo F, con las replicasas
FIB(K) y FII(K), pKpn_Q1211 174 (174.963 pb) y pKpnQ4016_ 381 (381.943 pb), y estaban
relacionados entre si. El plasmido pKpn_Q1211_ 174 estaba 100% contenido, con 99.5% de
identidad en pKpnQ4016_381 el cual ademas se fusiond con otro plasmido del grupo C (plasmido
hibrido); estos resultados se discuten en detalle en la seccion 5.07 - b. Ademas de gnrB2 y los
genes de la vr-1, pKpn_Q1211 174 contenia sélo otro gen relevante de RAM: catA1. En cambio,
en la fusion de replicones pKpnQ4016_ 381 adquirié ademas: blaoxa-1, mph(A), aac(3)-lla, y
aac(6')-1b’. El tercer plasmido pSal_M9966_ 359, no estuvo relacionado con los dos anteriores, y
contenia una fusion de replicones de los grupos Hl e | (Figura 55). Los tres ICC1 de este grupo,
fueron casi idénticos entre si, a excepcién del ICC1 de pSal_M9966_359, que tenia una repeticidn
en tandem de la vr-2 que alojaba a qgnrB2 y del 3’CS2, (integréon twin):
(ISCR1/sapA/qnrB2/ApspF/3'CS2/ISCR1/sapA/qnrB2/ApspF/3’'CS3). Ademds este plasmido
contenia otros genes de RAM relevantes: tet(B) y floR.

Ademas del mapeo inverso de lecturas largas de ONT, se realizdé un ensayo de PCR para
evaluar si esta repeticion en tandem no se debia a un artefacto de secuenciacidén o de ensamble.
El ensayo consistio en amplificar un fragmento que unia ambas repeticiones. Utilizando los
cebadores gnrB_out5 y InsB6(R), disefiados en los extremos 3’ de gnrB2 y del ORF513 (ISCR1)
respectivamente, en direccidn saliente (marcados en flechas verdes por fuera del esquema en la
Figura 56). El tamafio esperado del amplicon fue de 3.482 pb, y en el caso en que el integrén no
posea la repeticion, no deberia obtenerse amplificacidn. Se realizé la PCR para el aislamiento
clinico M9966, para su transconjugante M23152 (portadora del plasmido con la repeticion en
tandem pSal_M9966 359), y para las dos transconjugantes TC-M23202 y TC-M23381 portadoras
de los plasmidos pKpn_Q1211 174y pKpnQ4016_381 respectivamente, que contienen el mismo
integrén sin la repeticién en tandem. La TC-M23152 portadora de pSal_M9966_359 fue la Unica
cepa en la cual se obtuvo amplificacion observandose un amplicén del tamafo esperado. Este
amplicon se secuencid con Sanger y la secuencia obtenida resulté 100% idéntica a la obtenida
por NGS. Como en el aislamiento clinico no se observd amplificacion, se considerd que la
duplicacién de la region que contenia gnrB2 se produjo por un rearreglo gendmico durante el
evento de conjugacion.

Se propone un modelo para explicar los rearreglos que pudieron dar lugar a este integrén
twin (Figura 56). Dos moléculas portadoras del ICC1 se fusionaron mediante una recombinacion
homodloga, entre el 3'CS1 de una de ellas y el 3’CS2 de la otra. En este proceso se obtiene como
resultado un cointegrado con un ICC1 con la vr-2 duplicada, y un integron simple en la misma
estructura molecular. Esta estructura se resuelve mediante otra recombinacién homaloga, esta
vez mediante el 3'CS3 y el 3'CS del integron simple. Como resultado, se obtienen dos moléculas:
una con un integron “twin”, y otra con un integrén simple.
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Figura 56. Modelo de recombinacién homdloga que daria origen al integrén twin con dos copias de gnrB2. Las lineas
gris y celeste representan secuencias de pldsmidos, por arriba y abajo de ellas indican los genes y ORFs (flechas) en
orientacién directa y complementaria, respectivamente. Los genes de RAM se colorearon en magenta, el 5'CS en azul,
los 3'CS en verde, ISCR1 en rojo y en gris Apsp y sapA. Las lineas gris y celeste representan los plasmidos parentales
gue habrian dado lugar a una recombinacién homologa intermolecular (representada con una cruz) entre el 3’CS1y
3’CS2 de los ICC1 portadores de gnrB2, como producto se obtendria una fusiéon de ambos replicones, con un integron
twin y un integron simple. Una segunda recombinacion homaloga intramolecular entre el 3'CS3 del integrén twin, y
el 3’CS del integrén simple generados del paso anterior, resolveria la estructura del cointegrado, para dar lugar al
plasmido encontrado en la plasmoteca con dos copias de gnrB2. En este Ultimo plasmido, también se detallan los
sitios de union de los cebadores y el amplicon obtenido.

134



Resultados Objetivo Il - Anélisis de los entornos genéticos de PMQRs y plasmidos portadores

En resumen, gnrB2 se localizé en una plataforma gendmica unica (vr-2 de ICC1) pero
potenciada desde el punto de vista de la resistencia multiple por la diversidad de casetes que
pueden localizarse en la vr-1. Ademas, con la posibilidad de generar recombinacion homologa en
el 3'CS2, lo cual en este caso habria producido la duplicacién de gnrB2. Asimismo, este ICC1 se
encontré en diversos grupos de plasmidos, presentes en cuatro especies Enterobacterales lo cual
sugiere que dicha plataforma Unica tiene la posibilidad de movilizarse a diferentes localizaciones
genéticas.

(e) gnrB4y qnrB52

Los genes gnrB4 y gnrB52 sélo se encontraron en un Unico aislamiento de las colecciones
utilizadas para realizar esta tesis. Estos genes estaban localizados en diferentes plasmidos
conjugativos: pKqgsq_M17277 477 (477.340 pb) y pKgsq_M17277 123 (123.307 pb),
respectivamente, este Ultimo ademas contenia aac(6’)-1b-cr5. El aislamiento portador de estos
genes PMQRs fue la Klebsiella quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae M17277 que se aislé
junto con otras 4 enterobacterias de un paciente pediatrico. Este hallazgo permitié realizar el
primer reporte de gnrB4 y qnrB52 en Argentina.

El plasmido pKgsg_M17277_477 es uno de los dos que contenia mayor cantidad de copias
(12) de 1S26. Cabe destacar que, si bien es conjugativo, sélo se pudo transferir Unicamente
utilizando una temperatura menor a la habitual (25-30°C) ya que pertenece al grupo HI, que
posee un sistema de conjugacién termosensible.

El gen gnrB4 se encontrd en la vr-2 de un ICC1 flanqueado por el operdn psp, y los genes
blapua-1y ampR rio arriba, y el operdn sap rio abajo. En la vr-1 del integrén se encontraron otros
genes de RAM: aac(6’)-lic, ereA2, clivado por transposon derivado de 1S1247 que contenia
aac(3)lley arr. Este ICC1 estaba contenido en una I1S26-bounded resistance gene cluster de 44.907
pb, el cual contenia 10 de los 15 genes de RAM detectados en el plasmido. Ademas de los
mencionados previamente, otros genes de RAM relevantes fueron: mphA, aph(3’)-la, y tet(D) y
un integron simple con dfrA12 y aadA2 (Figura 57).

La comparacion del ICC1 con gnrB4 en la base de datos mostro solo 4 casos con 100% de
cobertura y 99,86-99,94% de identidad, correspondientes a pldsmidos de enterobacterias:
pCNR48: 319.209 pb, K. pneumoniae, Francia; pIMP26: 329.420 pb, E. cloacae, China;
pQnrB4_020042, 328.828 pb, E. hormaechei, China; y p505108-MDR, 312.880 pb, Cronobacter
sakazakii, China.

135



Resultados Objetivo Il - Anélisis de los entornos genéticos de PMQRs y plasmidos portadores

Intregron simple ICC1
| | [ |
operén operonSCRL 161547 like

3'CS  5'CS 3'CS2 psp sap 3'cs1 5CS

1T is6100 DCBAF A BC | oTspl T
/ / N i | | L
tet(D) sull ‘dfrAlZ aph(3)—/a/5 sull ‘b/GDHA-l | orlS sull \ /JGC(6}—//C
aadA2 mphA ampR qnrB4 ereA

99,86-99,94% de identidad

Figura 57. IS26-bounded resistance gene cluster conteniendo gnrB4. La linea negra representa la secuencia de ADN,
las flechas y su orientacién representan los diferentes ORFs. Los genes se detallan con los siguientes colores: magenta
para los genes de RAM, verde 3’CS, rojo ORF513 del ISCRI, gris genes de los operones que acompafian a gnrB4,
amarillo 1S26.

Ademas, se comparé a pKgsq_M17277_477 con los 10 plasmidos de mayor cobertura de
la NCBI-BD y se encontrd que compartian entre 54% al 62% (Figura 58).

En otra regidn por fuera del 1IS26-bounded resistance gene cluster se encontraron otros
genes de RAM: blasuv-12, catA2 y el gen mcr-9 sin los genes gseCy gseB que permiten su expresion
(Figura 58)'*3, lo cual explica la ausencia de resistencia a colistin en M17277.
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Figura 58. Comparacion de pKgsq_M17277_477 con los diez plasmidos de NCBI-BD con mayor identidad mediante
BRIG. La linea negra representa la secuencia de ADN con la numeracion comenzando en la primera base del gen repFll.
Los ORFs de pKgsq_M17277_477 se representan mediante flechas, en el anillo exterior color rojo. Desde adentro
hacia fuera se muestran los pldasmidos con los nimeros de acceso entre paréntesis: pGMI14-002_1 (CP028197.1);
pGW1 (CP028975.1); pSA20094620.1 (CP030186.1); pIMP26 (MH399264.1); pAUSMDU8141-1 (CP022696.1); pIMP-
4-EC62 (MH829594.1); unnamedl (CP020529.1); pIMP4-SEM1 (KX810825.1); pEC-IMPQ (EU855788.1); y pEC-IMP
(EU855787.1).

El plasmido pKgsq_M17277_123 portador de gnrB52, pertenecid al grupo Fll. En la NCBI-
BD se encontraron cinco plasmidos con cobertura de 23% a 92% para pKqgsq_M17277_123. Los
analisis bioinformaticos, por BRIG y por ACT revelaron que existe una elevada relacidn entre ellos
(Figura 59).
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Figura 59. Comparacion de pKqsq_M17277_123 con los cinco plasmidos de NCBI-BD con mayor identidad mediante
BRIG. La linea negra representa la secuencia de ADN con la numeracién comenzando en la primera base del gen
repHIA. Los ORFs se representan mediante flechas, con su orientacion. Desde adentro hacia fuera se muestran los
plasmidos con los nimeros de acceso entre paréntesis: pEc25-1 (CP035124.1); pKPC2_095132 (CP028389.3);
pQnrB2_LL34 (CP025966.2); pKSH203-CTX-M-3 (CP034325.1); y pQnrB52_ 020046 (CP027872).

Como es habitual para los genes gnrB, el alelo gnrB52 se encontré en la vr-2 de un ICC1,
flanqueado por sapA y ApspF. Ademas, en la vr-1 del integrén se encontraron los genes de RAM:
aac(6')-1b-cr5, arr-3, dfrA27,y aadA16. Este ICC1 se encontro flanqueado por 1S26 en el extremo
5’CS e IS4321R en el extremo 3’CS. Otros genes de RAM relevantes localizados en este plasmido
fueron: floR, tet(A), mph(A) y bleO. Comparando el ICC1 que contiene gnrB52 con NCBI-BD se
encontraron cinco plasmidos de K. pneumoniae y E.coli de China, con 100% de cobertura y 99,9-
100% de identidad. Estos 5 casos, también tenian una IS26 en el extremo 5’CS, pero a 418 o0 638
pb rio abajo de éste, y no tenian 1IS4321 (Figura 60).
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Figura 60. Comparacién del ICC1 del pKgsq_M17277_123 con NCBI-BD. La linea negra representa la secuencia de ADN
y los ORFs se mediante flechas, con su orientacién. Se encontraron 5 plasmidos con 100% de cobertura y 99,98-100%
de identidad para el integron de gnrB52: pQnrB52_020046, K. pneumoniae (CP028782); pQnrB_LL34, K. pneumoniae
(CP025966); pKSH203-CTX-M-3, K. pneumoniae (CP034325); pKPC2_095132, K. pneumoniae (CP028389); y pEC25-1,
E. coli (CP035124.1).

En resumen, dado que el ICC1 que contiene gnrB4 estaba flanqueado por dos copias de
IS26 en el mismo sentido, y esta estructura se encontré en cinco pldsmidos de cinco especies
distintas de Enterobacteriales (incluyendo este reporte), es muy posible que gnrB4 se disemine
en dicha estructura mediante 1S26. En cambio, en el caso de gnrB52, si bien este gen se encontro
en un ICC1 previamente detectado en enterobacterias de otras regiones, las secuencias
obtenidas de NCBI-BD no mostraron que esta estructura estuviera flanqueada por dos copias de
IS26. Sin embargo, la copia de IS26 que flanquea el ICC1 de gnrB52 podria ser responsable de su
movilizacion, por ejemplo, mediante la generacién de una unidad translocable.

(f) gnrB10

Diez plasmidos de la plasmoteca contenian gnrB10 sélo o combinado con distintos alelos
de aac(6')-Ib-cr. En los diez casos gnrB10 se encontré en la vr-2 de ICC1, flanqueado por el operdn
sapCBA (el gen sapC truncado) y un fragmento del gen pspF, como se describid previamente.”*
82 Sin embargo, se encontraron diferencias relevantes en las estructuras de los ICC1 portadores
de gnrB10 que pueden agruparse en: (a) ICC1 completos, (b) incompletos, y (c) otros con doble
ISCR1, mencionados en esta tesis como “twin” (Tabla 11).

a) Se encontraron tres plasmidos con el ICC1 completo: pKva_M7943 60,
pKpn_M9828 71 y pKpn_M11085_64. Todos pertenecian al grupo N, y pKpn_M9828 71 y
pKva_M7943 60 fueron muy similares, mientras que pKpn_M11085_ 64 pertenecia al subtipo
N3.

Los ICC1 localizados en estos tres plasmidos sélo se diferenciaron en su vr-1. Uno de ellos,
correspondié al plasmido pKva_M7943_60 del aislamiento K. variicola M7943. La secuencia de
este ICC1 denominado In37::ISCR1::gnrB10 constituyd el primer reporte de gnrB10 en el
mundo®?, pero hasta la fecha no se habia descripto el pldsmido portador. La vr-1 de este ICC1
estaba compuesta por los casetes aac(6')-lb-cr5, blaoxa1, catB3, y arr-3. (Figura 61.
In37::1SCR1::qnrB10.).
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Figura 61. In37::ISCRI::qnrB10. Por arriba y abajo de la linea gris gruesa se indican los genes y ORFs (flechas) en
orientacién directa y complementaria, respectivamente. Los genes de RAM se colorearon en magenta, el 5’°CS en azul,
3’'CS en verde, ISCR1 en rojo y en gris Apsp y sapA.

Los otros dos ICC1 de este grupo tuvieron vr-1 compuestas por dfrA15/cmlA4/aadA2, en
pKpn_M9828 71,y catB2/aac(6')-1b en pKpn_M11085_64. Esta uUltima, no se observd en ningln
otro ICC1 de la plasmoteca, ni tampoco se encontré en NCBI-BD hasta la fecha (diciembre 2022).
Con la excepcién del ICC1 del pKpn_M11085_64, los otros dos estuvieron flanqueados por 1S26
e I1S6100 en los extremos 5'CS y 3'CS2 respectivamente, que podrian ser los responsables de la
movilidad y diseminacidn de esta estructura. Ademas de los genes de RAM incluidos en los ICC1,
solo el plasmido del grupo N3 contenia otro gen: blasnv-s.

Tabla 11. Plasmidos portadores de gnrB10.

Plasmido TC Longitud Integrones Grupos de % IS Densidad de
(pb) plasmidos IS
pKpn_M11085_64 TC- 64.387 IcC1 N3 2,55% 3,11
M23174
pKpn_M9314_63 TC- 63.400 Integrén twin N 4,00% 4,73
M23667
pCfr_Q4143_61 TC- 61.205 Integrén twin N 8,02% 9,80
M11222
pKpn_M9828_71 TC- 71.868 ICC1 N 12,94% 16,70
M23439
pkva_M7943_60 TC- 60.263 IcC1 N 5,57% 6,64
M23825
pKpn_Q5099_132 TC- 132.807 1 Integrén simple, C 19% 14,31
M23428 1 Incompleto
pEko_M9921 354 TC- 354.216 1 Integron simple, HI2 - HI2A 13,49% 11,29
M23665 1 Incompleto
pEcl_Q5029_328 TC- 328.541 1 Integrén simple, HI2-HI2A  13,00% 10,04
M23426 1 Incompleto
pSma_M9684 342 TC- 342.804 1 Integron simple, HI2 - HI2A 10,57% 8,46
M23252 1 Incompleto
pEcl_M7916_325 TC- 325.547 1 Integrén simple, HI2-HI2A  12,57% 10,44
M23226 1 Incompleto
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b) Se encontraron 5 plasmidos que portaban un gnrB10 en un contexto de un ICC1
incompleto. Todos ellos tuvieron una estructura que comprendia desde el 3'CS1, incluyendo al
ISCR1 y hasta el final del ICC1, y que mostré 100% de identidad con la secuencia correspondiente
de In37::ISCR1::qnrB10.

Cuatro de los cinco pldsmidos, peko_M9921 354, pSma_M9684 342, pEcl_M7916 325,
y pEcl_Q5029_328 fueron de gran tamaio y pertenecieron al grupo Hl. En cambio, el plasmido
pKpn_Q5099 132 fue de menor tamafo y pertenecid al grupo C. Este plasmido se obtuvo por
secuenciacion del aislamiento clinico Kpn Q5099. Esto se debe a que, si bien se demostro que el
plasmido portador del gnrB10 era conjugativo, el ensayo de endonucleasa S1 mostro resultados
discordantes entre los tamafios de los plasmidos de la transconjugante y del aislamiento dador,
a pesar de que el ensayo se repitié reiteradas veces con el mismo resultado. Se concluyé que el
plasmido probablemente sufrié rearreglos gendmicos.

La comparaciéon de los cuatro plasmidos del grupo HI mostré niveles de cobertura
gendmica e identidad practicamente iguales, aunque sufrieron multiples rearreglos genémicos
gue cambiaron la sintenia de los fragmentos que componen cada uno de los plasmidos (Figura
62).

En el fragmento marcado en rosa en la Figura 62, se encontraron los genes de RAM aadA1
y aac(6')-lb-cr7, en forma de casetes dentro de un Integron simple, flanqueados por 1S26 e
IS1326. El fragmento marcado en verde en la Figura 62, también se encontré en los 4 plasmidos
HI, y en el del grupo C pKpn_Q5099_132 y contiene al ICC1 incompleto. En los cinco plasmidos
este fragmento estaba flanqueado en el extremo del 3'CS1 por una ISKox2 seguida por el gen de
RAM ere(A) (Figura 63). Cabe destacar que la comparacion de cualquiera de los plasmidos HI con
el C mostré que la uUnica region con identidad relevante entre ellos correspondia con este
fragmento marcado en verde en la Figura 62.
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Figura 62. Comparacion de los plasmidos del grupo HI portadores de gnrB10. Cada linea gris representa cada uno de
los plasmidos que se alinearon. Por arriba y abajo de cada linea gris gruesa se indican los genes y ORFs (flechas) en
orientacién directa y complementaria, respectivamente. La regla indica la numeracién otorgada en cada plasmido en
la cual la base 1 corresponde a la primera base del gen rep. En color verde se resalta la region comuin mas extensa
gue contiene el gen gnrB10 y que comparten los cuatro plasmidos. En barras se resaltan las regiones entre los
plasmidos con una identidad mayor al 98%, en gris aquellas con orientaciéon directa y en azul con orientacion
complementaria.
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Figura 63. Region comun entre los cinco plasmidos portadores de gnrB10en un ICC1 incompleto. Por arriba y abajo
de la linea gris gruesa se indican los genes y ORFs (flechas) en orientacién directa y complementaria, respectivamente.
Los genes de RAM se colorearon en magenta, 3'CS en verde, ISCR1 en rojo y en gris Apsp y los genes sapCBA.
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La alta identidad entre los plasmidos HI y la gran diferencia en la sintenia de los
fragmentos que los componen, reflejan el nivel de plasticidad de estos plasmidos. Los rearreglos
y combinaciones genéticas permiten que el plasmido adquiera genes que permiten a la bacteria
subsistir a los diferentes ambientes con presion de seleccion, o bien que pierda aquellos
fragmentos que implican un gasto fisioldgico innecesario para la célula cuando esa presion de
seleccion desaparece o cambia. El hallazgo de una Unica regién de un ICC1 incompleto con el gen
gnrB10 en diferentes localizaciones en los plasmidos HI, sugiere fuertemente que este mddulo
tiene algun tipo de movilidad. Esta hipdtesis se fortalece con el hallazgo de ese mismo fragmento
en un plasmido de un grupo diferente, como es el grupo C.

c) En dos plasmidos pCfr_Q4143_61 y pKpn_M9314_63 se encontrd a gnrB10 en un
contexto de integréon twin, es decir con doble ISCR1I. Ambos pertenecieron al grupo N de
plasmidos y contenian la maquinaria de conjugacion completa. Estos plasmidos fueron muy
similares entre si, aunque vale la pena destacar algunas diferencias entre ellos (Figura 64). El
plasmido pCfr_Q4143_61 sufrié una delecion de un fragmento del operdn sapCBA, debido a la
insercion de una I1SSen4, mientras que pKpn_M9314 63 tuvo una delecion de 551 pb que no
pudieron asociarse a ninguna |IS.

Los integrones twin de estos plasmidos son practicamente idénticos (Figura 65). La region
vr-1 tuvo el mismo arreglo de casetes que In37:ISCR1::qnrB10, incluyendo aac(6')-Ib-cr5.
Ademas de la vr-2 que contenia gnrB10, los integrones twin de estos plasmidos contenian una
vr-2 adicional con el gen blacrx-m-2. Los rearreglos gendmicos que pudieron dar origen a la region
vr-2 de los integrones twin se proponen en un modelo que se discute en la seccién 5.07 - c.
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Figura 64. Comparacion entre los plasmidos portadores de gnrB10 y blacrx-m2 en un ICC1 twin. . Las lineas grises
gruesas representan las secuencias de cada uno de los plasmidos, por arriba y abajo de ellas indican los genes y ORFs
(flechas) en orientacion directa y complementaria, respectivamente. Los genes de RAM se colorearon en magenta, el
5’CS en azul, 3’CS en verde, ISCR1 en rojo y en gris Apsp y sapA. La regla indica la numeracion otorgada para cada
plasmido en la cual la base 1 corresponde a la primera base del gen rep. En barras grises se resaltan las regiones con

una identidad mayor al 98%.
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Figura 65. Integrén twin portador de qnrB10 y blacrx-wm-2encontrado en pKpn_M9314_63. Por arriba y abajo de la linea
gris gruesa se indican los genes y ORFs (flechas) en orientacion directa y complementaria, respectivamente. Los genes
de RAM se colorearon en magenta, el 5°CS en azul, los 3’CS en verde, ambas copias de ISCR1 en rojo y en amarillo
Apsp y los genes sapCBA.

(g) gnrB19

En estudios previos, se determind que el alelo gnrB19 es uno de los tres PMQRs
detectados con mayor frecuencia en Argentina. Asimismo, se habian descripto plasmidos tipo
ColE1 portadores de gnrB19 menores a 3,1 kb.”# 838394 Como estos plasmidos ya se encontraban
caracterizados, en este trabajo de tesis sélo se consideraron aquellos aislamientos que tenian
gnrB19 en plasmido de mayor tamano.

Tres plasmidos de la plasmoteca contenian gnrB19: pEco_M9820 36 (36.539 pb),
pEco_M11059 31 (31.584 pb) y pKpn_Q2108 343 de (343.372 pb).

Los plasmidos pEco_M9820 36 y pEco_M11059 31 pertenecieron al grupo X2. Estos
pldsmidos tuvieron un 100% de identidad entre ellos, pero difirieron en que pEco_M9820 36
tenia una secuencia adicional, correspondiente a la insercidn de un Tn3, 772 pb rio abajo del gen
gnrB19. El Tn3 contiene una blartem-18 (codifica para una B-lactamasa de espectro ampliado TEM-
1 (Figura 66)%%’. Esta uUnica diferencia entre los plasmidos se vio reflejada en la diferencia en el
perfil de sensibilidad a los antimicrobianos que presentaron ambos aislamientos, ya que a
diferencia de M11059 (que contiene pEco_M11059 31), M9820 (que contiene pEco_M9820 36
con la insercién del Tn3) fue resistente a ampicilina.

En ambos plasmidos, gnrB19 estuvo flanqueado por IS26 (rio arriba), y una tnpA del
Tn1721 (rio abajo), interrumpida por el Tn3 en el plasmido pEco_M9820_ 36 y contenia una Unica
copia de IS26 y el porcentaje de IS fue de los mas bajos de la plasmoteca.
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Figura 66. Comparacion entre los plasmidos pEco_M9820_36 y pEco_M11059_31 portadores de gnrB19. Las lineas
grises gruesas representan las secuencias de cada uno de los plasmidos, por arriba y abajo de ellas indican los genes
y ORFs (flechas) en orientacion directa y complementaria, respectivamente. Los genes de RAM se colorearon en
magenta y en amarillo las copias de IS26. La regla indica la numeracion otorgada para cada plasmido en la cual la base
1 corresponde a la primera base del gen rep. En barras se resaltan las regiones con una identidad mayor al 98% en
gris.

Por otra parte, el plasmido pKpn_Q2108 343 difirié ampliamente de los dos anteriores,
con un tamafio 10 veces mayor (343.372 pb) y perteneciente al grupo HI3. El porcentaje de IS fue
mucho mayor (12,5%) y tuvo dos copias de 1S26. El entorno genético de gnrB19 también fue
diferente de los dos pldsmidos con gnrB19 mencionados anteriormente, pEco_M9820 36 y
pEco_M11059 31, ya que en pKpn_Q2108 343 el gen gnrB19 se localizé en un Tn5387 descripto
previamente.’® Fue el Unico pldsmido de la plasmoteca que tuvo un Tn1331 completo con sus
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genes de RAM asociados: blaOXA-9, blaTEM-1A, aac(6')-1b, y aadA1. También se identifico al gen
blaCTX-M-2, en los remanentes de un ICC1 localizado adyacentemente al sistema CRISPR-Cas ya
mencionado en seccidén 5.05 - gy a rmtD, asociado a una ISCR14 y a su vez clivado por una de las
dos copias de 1S26.

Como se analiz6 en la seccion 5.05 - g, el plasmido pKpn_Q2108 343 tuvo la
particularidad de contener al sistema CRISPR-Cas tipo IV, con 21 repeticiones directas, y 21
espaciadores. Estos sistemas se localizan frecuentemente en plasmidos o EGMs y generalmente
en megapldsmidos (>200 kb) con los mismos replicones de pKpn_Q2108_343.53

Los trabajos previos realizados por nuestro grupo’# 838394 y por otros grupos de trabajo
84, 85, 86, 87, 88, 89, 90,91, 92, 93,95, 96, 97  35i como los descriptos en esta tesis, en conjunto demuestran
que gnrB19 se localiza en tres entornos genéticos bien diferentes, asociado a distintas
plataformas genéticas y EGMs que serian responsables de su movilizacion y diseminacion por
distintos paises de América y Europa. Este hecho constituye una diferencia muy relevante con
respecto a lo observado en otros alelos gnrB, como qnrB1, qnrB2, qnrB4, qnrB10 y qnrB52, en
donde los plasmidos portadores de cada uno de estos alelos, mostraron un entorno genético en
comun para los mismos. Asi, gnrB19 se encontrd en i) plasmidos tipo ColE1l de 2,7 a 7 kb (no
conjugativos, pero si movilizables) y sin estar asociado a ningin EGM conocido; ii) en
transposones derivados de ISEcp1 0 ISEcp1C, como Tn2012%> %697 también descripto en esta tesis
(pKpn_Q2108 _343); y iii) en los dos entornos genéticos muy similares, asociados a 1S26, que se
describen por primera vez en este trabajo: pEco_M9820_36 y pEco_M11059_31. Esta
multiplicidad de plataformas genéticas demuestra la alta capacidad de diseminacion de gnrB19
y explica su localizacion en una gran variedad de tamafios de plasmidos, desde los mas pequefios
tipo ColE1, hasta un megaplasmido de 343 kb (pKpn_Q2108_343).

(h) gnrsi

Tres plasmidos de la plasmoteca contenian gnrS1: pKpn_M9167 86 (86.076 pb),
pKox_M11007_87 (87.693 pb) y pKpn_M9932_55 (55.550 pb), todos fueron conjugativos.

Los plasmidos pKpn_M9167_86 y pKox_M11007_87 pertenecieron al grupo F, pero sus
replicasas mostraron un 81.3% de identidad con la referencia de la base de datos de
PlasmidFinder identificada como FlI(pCRY). El plasmido pKpn_M9167_86 estuvo un 94%
contenido en pKox_M11007_87 con un 99.99% de identidad. El 6% de cobertura faltante se debid
a un fragmento adicional en pKpn_M9167_86 que contiene 1S6100 e 1S26, con otros genes
(fragmento 1 en Figura 67). Por otra parte, pKox_M11007_87 contiene un segmento extra que
no comparte con pKpn_M9167_86 en el que se identificd ISPa38 con otros genes (fragmento 2
en Figura 67). Ademas, ambos plasmidos contenian los mismos genes adicionales de RAM: sul1,
tet(A), blaiap-2 y dfrAl.
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En NCBI-BD (diciembre 2022) no se encontré ningun plasmido con una cobertura mayor
al 84% para pKpn_M9167_86, ni 77% para pKox_M11007_87. La principal diferencia con las
secuencias encontradas en NCBI-BD se debe a la regidn en la que ambos plasmidos contienen el
gen gnrS1. El entorno genético de gnrS1 en pKpn_M9167 86 y pKox_M11007_87 estd
comprendido por una ISKpn19 rio arriba del gen, y rio abajo se encuentran 3 ORFs, seguidos por
la B-lactamasa blaiar-2 y un fragmento del gen fts/**8. Ambos genes qnrS1 y blaiap-2 se reportaron
como parte de una probable unidad movilizable, que provendria de un mismo ancestro!48. 14°
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Figura 67. Comparacién de los plasmidos portadores de gnrS1. Las lineas grises gruesas representan las secuencias
de cada uno de los plasmidos, por arriba y abajo de ellas indican los genes y ORFs (flechas) en orientacién directa y
complementaria, respectivamente. Los genes de RAM se colorearon en magenta y en amarillo las copias de IS26. La
regla indica la numeracion otorgada para cada plasmido en la cual la base 1 corresponde a la primera base del gen
rep. En barras grises se resaltan las regiones con una identidad mayor al 98%. Los fragmentos 1y 2 mencionados en
el texto estan resaltados con un circulo blanco y la secuencia correspondiente con un corchete.

Por otra parte, el tercer plasmido portador de gnrS1, pKpn_M9932 55, pertenecié al
grupo N por lo que no mostré identidad con los plasmidos mencionados anteriormente, a
excepcion del gen gnrS1 y su entorno genético. La region de identidad entre los tres plasmidos
comprendio ISKpn19, gnrS1, 3 ORFs, blaiap-2 y ftsl que se encontrd truncado en pKpn_M9932 55
(Figura 67). Cabe destacar que la region entre ISKpn19 y gnrS1 de pKpn_M9932_55 tenia un
fragmento que contenia un ORF con alta identidad con hin el cual codifica para una posible
invertasa. En el alineamiento de los tres plasmidos portadores de gnrS1 no fue posible localizar
un EGM responsable de la movilidad de este PMQR (Figura 68). Ademas de qnrS1 y blaiap-2,
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pKpn_M9932 55 contenia tet(A) y otros genes de RAM localizados en la vr-1 de un integrén
simple: aac(6')-Ib-cr5, blaoxa-1, catB3 y arr-3. Este arreglo de casetes es el mismo que se
encuentra en In37::1ISCR1::qnrB10, uno de los ICC1 que contiene gnrB10.

aac(6')-1b-cr5

bla OXA-1 qnrS1 blalLAP-2
intl1 catB3 Afts]
| | arr-3 ISKpn19 ‘ flt

TIHIWE WD )) B
4 (44 ¢
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Figura 68. Entorno genético de los genes gnrS1y aac(6')-/b-cr5 del plasmido pKpn_M9932_55. Por arriba y abajo de
la linea gris gruesa se indican los genes y ORFs (flechas) en orientacién directa y complementaria, respectivamente.
Los genes de RAM se colorearon en magenta, el 5°CS en azul, 3'CS en verde. En sombra gris se detalla el fragmento
gue se encontré en comun y con alta identidad entre los tres plasmidos portadores de gnrS1.

(i) gnrE1

En la plasmoteca, se identificaron tres plasmidos con gnrEl1: pKpn_Q1130 193 (193.854
pb), pKva_M9257_90 (90.347 pb) y pKpn_M21692_102 (102.193 pb). Los primeros dos se
transfirieron por conjugacion, mientras que el Ultimo no pudo ser transferido, a pesar de
reiterados intentos.

El plasmido pKpn_Q1130 193, se obtuvo del aislamiento K. pneumoniae Q1130 del cual
se describid por primera vez la familia gnrE.?® Si bien se habia descripto y publicado el entorno
del gen gnrEl, no se habia caracterizado en su totalidad el pldasmido. pKpn_Q1130 193
pertenecid al grupo F, con las replicasas FIB(K) y FII(K). Contenia un integron simple con el casete
aadAl, y los genes dfrA8, tet(D), blaswv-2, blasco-1, blatem-1a, Y aac(3)-lla en regiones con
abundantes copias de IS26. El gen gnrE1 se encontrd asociado a ISEcpl y a los genes aral y ahp,
del entorno cromosémico del cual provenia gnrE1 (Figura 69).
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Figura 69. Comparacion entre todos los plasmidos portadores de gnr£l. Las lineas grises gruesas representan las
secuencias de cada uno de los plasmidos, por arriba y abajo de ellas indican los genes y ORFs (flechas) en orientacién
directa y complementaria, respectivamente. Los genes de RAM se colorearon en magenta. La regla indica la
numeracion otorgada para cada plasmido en la cual la base 1 corresponde a la primera base del gen rep. En barras se
resaltan las regiones con una identidad mayor al 98% en gris claro aquellas con orientacion directa y en gris oscuro

con orientacion complementaria.

El plasmido pKva_M9257 90 también pertenecid al grupo F, pero contenia otra replicasa:
Fll(pSFO). El alineamiento entre pKpn_Q1130_193 y pKva_M9257_90, demostrd que casi no
existe identidad entre los plasmidos, compartiendo Unicamente una regién que contenia a gnrE1
(Figura 69). Este plasmido también contenia el gen de RAM tet(D).

Por ultimo, el plasmido pKpn_M21692_102 también pertenecid al grupo F, pero sdlo se
identificd la replicasa FlI(K). El entorno de gnrE1 fue muy similar a los de los otros dos plasmidos
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portadores de este gen, y el Unico gen de RAM, ademas de gnrE1, fue blatem-18. El alineamiento
con pKpn_Q1130_193, demostrd que pKpn_M21692_ 102 estaba contenido en el primero en un
59% (99,3% de identidad), compartiendo varias regiones, pero separadas por fragmentos sin
identidad (Figura 69).

En el trabajo donde describimos por primera vez gnrE1, observamos que este gen estaba
contenido en un transposén derivado de ISEcpl (se denominard TnQ1130), responsable de la
movilizacidn de este gen desde el cromosoma de Enterobacter spp.3® A fin de analizar si en los
otros dos plasmidos portadores de gnrEl, pKva_M9257 90 y pKpn_M21692 102, este gen
también estaba contenido en transposones derivados de ISEcpl, se realizé un analisis mas
profundo de las regiones flanqueantes a gnrE1. Cabe recordar que, en la transposicién de ISEcp1,
la transposasa es capaz de reconocer IRR alternativos, es decir, secuencias de 14 bases que
pueden tener hasta un minimo de 3 a 6 identidades con el IRR candnico.'®® 1>! Esta caracteristica
es responsable de la captura y movilizacion de la regién adyacente al IRR de ISEcp1, que queda
limitada en el otro extremo por el IRR alternativo. Por lo tanto, para definir y comparar las
estructuras de los posibles transposones derivados de ISEcpl que contenian gnrEl en
pKva_M9257 90 vy pKpn_M21692 102 (se denominaran TnM9257 vy TnM21692,
respectivamente), se compararon las regiones flanqueantes a ese gen, delimitadas por el IRR de
ISEcp1 (rio arriba de gnrE1) y por el final de Aahp (rio abajo de gnrE1), es decir, el limite de la
regién con alta identidad con el cromosoma de Enterobacter spp. en el cual ISEcpl habria
capturado a gnrE1 (Figura 70). Ademas, en esta comparacién también se incluyo a pKp41M
(70.377 pb), un plasmido del grupo IncM1 descripto en Brasil, con gnrE1 también flanqueado por
ISEcp1 (este posible transposdn se denominard Tnkp41). 10

Las regiones flanqueantes de gnrEl en TnM21692, incluyendo el IRR alternativo (IRR1),
fueron idénticas a las de TnQ1130, lo cual indic6 que ambos correspondian a un mismo
transposén de 4062 pb. Mas aun, debido a que los pladsmidos pKpn_Q1130 193 vy
pKpn_M21692_102, estaban altamente relacionados, este transposon estaba contenido en
sendas regiones de 9403 pb, idénticas entre si.

Para TnM9257 y TnKp41 se encontraron IRRs alternativos (IRR2 e IRR3, respectivamente)
diferentes a IRR1 que tenian 5/14 y 9/14 identidades, respectivamente con respecto al IRR
canonico de ISEcp1. Ademas, se encontraron sendos TSDs de 5 pb y ricos en Ay T, lo cual es
caracteristico de las transposiciones de ISEcp1 (Figura 70). Por lo tanto, las longitudes de
TnM9257 y TnKp41 fueron de 4803 y 4103 pb, respectivamente.

En TnM9257, la region flanqueante rio arriba de gnrE1 fue de 174 pb e idéntica a la de
TnKp41, mientras que en TnQ1130/TnM21692 esta region fue de solo 22 pb. Sin embargo, este
fragmento de 22 pb fue idéntico a su correspondiente en TnM9257. Estos resultados son
coherentes con la posibilidad de que los eventos de captura y movilizacion de gnrE1 hayan estado
mediados por al menos dos inserciones de ISEcpl en el cromosoma de Enterobacter spp.,
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separadas por 152 pb, que dieron origen a las estructuras presentes en TnM9257, TnKp41 y
TnQ1130/TnM21692.

Las regiones flanqueante rio abajo de gnrEl tuvieron secuencias idénticas, pero
longitudes distintas en TnM9257 (mas larga), TnQ1130/TnM21692,y TnKp41 (mas corta), debido
a deleciones crecientes, en este orden, ocurridas en el gen ahp (Figura 70).

Para explicar la formaciéon TnM9257, TnQ1130/TnM21692 y TnKp41, se podria proponer
la ocurrencia de tres eventos independientes de captura/movilizacion de gnrEl desde el
cromosoma de Enterobacter spp.. Sin embargo, no es posible descartar que TnM9257 y TnKp41
hayan sido generados por un Unico evento inicial sobre el cromosoma de Enterobacter spp., que
produjo TnM9257, seguido de un segundo evento de captura/movilizacion sobre este Ultimo, en
el cual se utilizo el IRR3 para la transposicion de ISEcp1, generando Tnkp41. Ademas de gnrE1,
en la bibliografia internacional ya se describieron otros casos de captura/movilizaciéon de genes
de RAM, mediados por ISEcp1.15% 152,153

Como conclusion, gnrE1 se moviliza mediante transposones derivados de un Unico EGM
(ISEcp1), si bien las variantes circulantes en Argentina y otros paises pueden haber tenido
origenes diferentes, y estos transposones pueden ser adquiridos por diferentes grupos de

plasmidos.
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Figura 70. Comparacion de los transposones derivados de ISEcpI que contienen gnrEl. En la parte superior de la
figura, se representan las regiones de los plasmidos pKp4lM (reportado en Brasil,’® pKpn_Q1130 193 vy
pKva_M9257_90 (incluidos en esta tesis) que contienen transposones derivados de ISEcpl con gnrEl: el de pKp41M
(4103 pb) se representa en color azul; TnQ1130 (4062 pb) y TnM9257 (4803 pb), en rojo y verde, respectivamente
(TnM21692, contenido en el plasmido pKpn_M21692 102, fue idéntico a TnQ1130). Los tridngulos vacios indican IRL
(izquierda) e IRR (derecha) de ISEcp1, y los tridngulos llenos, los IRR alternativos, IRR1, IRR2 e IRR3, para los que se
indican sus respectivas secuencias (las bases idénticas a las del IRR candnico de ISEcp1 estan subrayadas). Los évalos

152



Resultados Objetivo Il - Anélisis de los entornos genéticos de PMQRs y plasmidos portadores

negros indican las secuencias duplicadas (TSD). Las regiones entre los IRRs y los genes gnrE1 no estén a escala (se
indica su longitud con corchetes horizontales), y la linea punteada, en la region de TnQ1130, indica un gap de 152 pb
introducido para permitir el alineamiento. Las deleciones de ahp en TnM9257, TnQ1130y el transposon de pKp41M
fueron de 65, 654 y 765 pb, respectivamente. Las areas grises indican las regiones idénticas entre los tres
transposones. La estructura en la parte inferior de la figura, denominada Enterobacter spp., representa una secuencia
consenso de 4061 pb, de las regiones cromosdmicas de E. asburiae L1, E. asburiae CAV1043, E. cloacae MBRL1077 y
E. asburiae ENIPBJ-CG1, que contenian los alelos cromosémicos de gnrE1 (se indican como “gnrE_Ent”). Estas cuatro
regiones comprenden desde el extremo 3’ de ppk (codifica para una polifosfato kinasa) hasta el 5" de ahp (codifica
para una alquil hidroperoxidasa), y el rango del porcentaje de identidad de las comparaciones pareadas entre las
mismas se indica abajo de Enterobacter spp.. El area azul muestra la regién de alta identidad entre TnM9257 vy las
cuatro regiones de Enterobacter spp. (se indica el rango del porcentaje de identidad de las comparaciones pareadas).

(j) aac(6”)-1b-cr

En la plasmoteca se identificaron 22 plasmidos con aac(6’)-lb-cr. Se describieron
diferentes alelos para este gen, y existen al menos dos nomenclaturas para denominarlos: la
propuesta por Quiroga y col.1®*y la utilizada por la herramienta AMRFinder Plus. Dado que esta
herramienta se utilizd para todos los genes de RAM en esta tesis, se siguid su criterio de
nomenclatura para nombrar los diferentes alelos de aac(6’)-1b-cr.

En 10 de los 22 plasmidos con aac(6’)-1b-cr, este gen se encontrdé con otros PMQR,
incluyendo gnrB1, gnrB2, gnrB10, gnrB52, y gnrS1 (Tabla 12).

Los plasmidos portadores de aac(6’)-lb-cr se agruparon en cuatro estructuras ya
descriptas de acuerdo a la localizacién de este gen’4: i) Derivados del Tn6238; ii) como casetes de
integrones de clase 1 (simples o ICC1); iii) en integrones twin; y iv) en estructuras flanqueadas
por 1S26.

(i) aac(6’)-Ib-cr en Tn6238

El Tn6238 fue identificado por primera vez en Argentina, su estructura corresponde a un
derivado de un Tn1331 en el cual la acetilasa AAC(6')-Ib tiene las mutaciones W87R y D164Y
resultando en la enzima bifuncional AAC(6’)-1b-cr7. Se identificaron ocho plasmidos que tenian
regiones con alta identidad con Tn6238. En cinco de los ocho plasmidos se encontrd la secuencia
de Tn6238 completa: pSma_M9684 342, pEko M9921 354, pMmo_M9272_46, pEcl_Q3039 36
y pEcl_Q5005_56. En este ultimo el Tn6238 estaba interrumpido por una insercion de ISKpn15.

Dos plasmidos portadores de esta estructura tienen gran tamafio, pSma_M9684 342
(342.804 pb) y peko_M9921_354 (354.216 pb) (Figura 71). Ambos pladsmidos pertenecen al grupo
HI, fueron muy similares entre si (ver alineamiento en Figura 62) y poseen alta proporcién de IS,
con 10,6-13,5%, y una densidad de 8,5-11,3 IS/10° pb. En cambio, pMmo_M9272_46 fue de
menor tamano (46.408 pb) y tuvo una proporcién de sélo 0,58% de IS, con una densidad de 2,1
IS/10° pb. Este plasmido no pertenecié a ningin grupo identificable por PlasmidFinder y su
Tn6238, tuvo el alelo aac(6’)-1b-cr5, en lugar de aac(6’)-Ib-cr7 encontrados en los otros siete
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plasmidos. La comparacion con NCBI-BD (diciembre 2022) mostré identidad con sélo 5 plasmidos,
todos obtenidos de aislamientos de M. morganii. La cobertura fue de 78-94%, con 96,8-99,9% de
identidad para pMmo_M9272_46. Cuatro de estos plasmidos fueron secuenciados en China, y
uno en Republica Checa y ninguno de ellos contiene el Tn6238 o derivados de este. Tampoco se
encontraron publicaciones asociadas a estas secuencias. El cuarto plasmido que contenia Tn6238
completo, pEcl_Q3039_36 (36.531 pb) tuvo una replicasa unica en la plasmoteca, identificada
como pKPC-CAV1193 y su contenido de IS fue similar al de pMmo_M9272 46 (0,74% y densidad

de 2,7 1S/10° pb).

Tabla 12. Plasmidos portadores de aac(6’)-Ib-cr

. Grupos
L
Plasmido TC ongitud Gen Entorno de Otros genes
(pb) A RAM
pldsmidos
catB3, blaOXA-1,
pEae_M9518 55 TC-M23227 55248  aac(6')-Ib-cr5 ICC1 N blaCTX-M-2, arr-
3
catB3, blaOXA-1,
pKpn_Q3094 56 TC-M23384 56682  aac(6')-Ib-cr5 ICC1 N blaCTX-M-2, arr-
3
' gnrB10, catB3,
pKva_M7943 60 TC-M23825 60263  aac(6')-Ib-cr5 ICC1 N bIaOXAL, arr-3
qgnrB52, floR,
/ aadAl6, dfrA27,
pKgsq_M17277_123 TC-M25207 123307 aac(6')-Ib-cr5 ICC1 F tet(A), arr-3,
mph(A), bleO
gnrB10, catB3,
, Integron blaOXA-1,
pKpn_M9314 63 TC-M23667 63400  aac(6')-Ib-cr5 win N bIaCTXM-2, arr-
3, dfrA8, ere(A)
gnrB10, catB3,
, Integron blaOXA-1,
pCfr_Q4143_61 TC-M11222 61205  aac(6')-Ib-cr5 win N bIaCTXM-2, arr-
3
gnrS1, catB3,
, Integron blaOXA-1,
pKpn_M9932 55 TC-M23090 55550  aac(6')-Ib-cr5 Simple N blIaLAP-2, tet(A)
arr-3
Int -
pkox_Q3108_43 TC-M23097 43268 aac(6')-b-crs  o8ron N3 catB, blaOXa-l,
Simple arr-3
, Integron catB3, blaOXA-1,
pEco_Q1187_50 TC-M23337 50078  aac(6')-Ib-cr5 Simple N tet(A), arr-3
gnrB2, blaTEM-
, Flanqueado 1B, blaOXA-1,
pEco_M9902_127 TC-M9979 127921  aac(6')-1b-cr5 por 1526 N - Fll bIaCTX-M-15,
dfrA25, tet(A)
Flanqueado blaOXA-1,
pKpn_M9306_90 TC-M23172 90069  aac(6')-Ib-cr5 1526 F blaCTX-M-15,
por aac(3)-lie, tet(A)
Flanqueado qnrBl, catbs3,
pKpn_M9863_197 TC-M23404 183544  aac(6')-1b-cr5 F blaTEM-1B,
por 1526 blaOXA-1,

154



Resultados Objetivo Il - Anélisis de los entornos genéticos de PMQRs y plasmidos portadores

Flanqueado
por IS26

pKpn_M9828 138 TC-M23438 138475  aac(6')-1b-cr5 FIl-R

, Flanqueado
pKpn_M21014 175 TC-M21217 175492  aac(6')-1b-cr5 por 1526 C

pEco_Q4134 62 TC-M23338 62305  aac(6')-lb-cr7  Tn6238-like

pEko_M9921_354 TC-M23665 354216  aac(6')-Ib-cr7 Tn6238 HI

No

pMmo_M9272_46 TC-M23153 46408  aac(6')-Ib-cr5 Tn6238

pSma_M9684_342 TC-M23252 342804  aac(6')-Ib-cr7 Tn6238 HI

pKPC-
CAV1193

pEcl_Q3039_36 TC-M23125 36531  aac(6')-1b-cr7 Tn6238

150550 aac(6')-lb-cr7  Tn6238-like

pKpn_M21692 150

TC-M23386 56338  aac(6')-lb-cr7  Tn6238-like

pEcl_Q5005_56

TC-M23408 73281  aac(6')-Ib-cr7  Tn6238-like

pKpn_M9992_73

tipable

blaCTX-M-15,
aac(3)-lia,
aph(3")-1b,
aph(6)-1d, dfrA14
blaOXA-1,
blaCTX-M-15,
aac(3)-lia, tet(C)
qnrB1, blaOXA-1,
blaOXA-567,
aac(3)-lle,
aph(3")-1b,
aph(6)-Id,
dfrA14, tet(A),
msr(E), mph(E)
aadAl, dfrA25,
tet(A)
gnrB10, catAl,
blaTEM-1A,
blaOXA-9,
blaPER-2,
aac(6')-1b', aadA1
blaTEM-1A,
blaOXA-9, aadAl
gnrB10, catAl,
blaTEM-1A,
blaOXA-9,
blaPER-2,
aac(6')-1b’,
aadAl, dfrAS,
ere(A)
floR, blaTEM-1A,
blaOXA-9.1,
blaOXA-101,
aac(6')-1b3,
aadAl, tet(G),
rmtD2
floR, blaTEM-1B,
blaOXA-163,

C aph(3")-1b,

aph(6)-1d, tet(A),
msr(E), mph€
blaTEM-1A,

N blaOXA-9, aadAl,

dfrA25
catAl, blaOXA-9,
blaPER-2, aadAl

155



Resultados Objetivo Il - Analisis de los entornos genéticos de PMQRs y plasmidos portadores

aac(6’)-lb-cr7 L oXA9  blaTEM-1

IRL tnpA tnpR aadA1 Atnp
| | | | | |
]
Tn6238 1 kbp 2 kbp 3 kbp 4 kbp 5 kbp 6 kbp 7 kbp

'pSma_M9684_342

Figura 71. Tn6238 encontrados en los diferentes plasmidos. Las lineas grises gruesas representan las secuencias de
cada uno de los Tn6238, por arriba y abajo de ellas indican los genes y ORFs (flechas) en orientaciéon directa y
complementaria, respectivamente. En barras grises entre las secuencias se resaltan las regiones con una identidad
mayor al 98% con orientacion directa. Los genes de RAM se colorearon en magenta. En todos los casos se encontro
el TSD y se detalla la secuencia a la derecha. Se resalta con un asterisco al plasmido pMmo_M9272_46 porque es el
Unico que contiene al Tn6238 portando aac(6’)-1b-cr5.

El quinto plasmido con Tn6238 completo, pEcl_Q5005_56 (56.338 pb), tuvo una insercion
de ISKpn15 en la regidn intergénica, entre el tnpR y la aac(6’)-1b-cr7. Su replicasa fue distinta a la
de los cuatro plasmidos mencionados anteriormente, perteneciendo al grupo N. Cabe destacar,
qgue el Tn6238 se encontré insertado dentro de tet(A), y se identificd un TSD para esta insercion.
(Figura 72). Este plasmido, también posee un integron simple con un gen dfrA25 en forma de
casete.
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aac(6’)-lb-cr7  blaOXA-9  piaTEM-1
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blaOXA-S  pigTEM-1|
IR;Ii tnpA tnpR 'SKP"15 aadAl ‘ AtnpR IRR
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| _,--__-_ . |

pEcl_Q5005_56

Figura 72. Alineamiento de pEcl_Q5005_56 con Tn6238. Las lineas grises se representan la secuencia del Tn6238 y se
compara con la del pEcl_Q5005_56. Por arriba y debajo de las lineas grises se indican los genes y ORFs (flechas) en
orientacién directa y complementaria, respectivamente. Los genes de RAM se colorearon en magenta vy a la ISKpn15
en verde. En barras grises se resaltan las regiones con una identidad mayor al 98%.

Los tres plasmidos restantes que tenian alta identidad con regiones del Tn6238,
contuvieron sélo fragmentos de este transposén, por lo cual se denominan ATn6238.

El plasmido pKpn_M21692_150 (150.550 pb) es otro de los dos plasmidos con PMQRs
gue contenia el aislamiento clinico K. pneumoniae M21692. Este plasmido del grupo C portaba el
alelo aac(6’)-1b-cr7 y no se pudo transferir mediante conjugacién. Este gen se encontrd en un
ATn6238, que tenia una delecion de 1.762 pb inmediatamente después de aac(6’)-Ib-cr7, e
incluyo a los genes aadA1y blaoxa-9, aunque se conservo blarem-1 € IRR (Figura 73). Como se puede
ver en la Tabla 12, este plasmido contenia diversos genes de RAM (blaoxa-163, msr(E), mph(E), floR,
aph(3")-1b, aph(6)-1d y tet(A)) confiriendo resistencia a multiples drogas.
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aac(6')-lb-cr7

blaOXA-9 blaTEM-1
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Figura 73. Alineamiento de Tn6238 con pKpn_M21692_150. Las lineas grises gruesas representan las secuencias de
los Tn6238 Por arriba y abajo de ellas indican los genes y ORFs (flechas) en orientacién directa y complementaria,
respectivamente. En barras se resaltan las regiones con una identidad mayor al 98% con orientacion directa. Los genes
de RAM se colorearon en magenta. En pKpn_M21692_ 150 el Tn6238 se encontré con una delecion de los casetes

aadAly blaoxas.

El segundo plasmido con ATn6238, pKpn_M9992 73 (73.281 pb) fue el unico de la
plasmoteca que pertenecid al grupo M1y tuvo una baja proporcién de IS, con 0,7% y de densidad
2,7 1S/10° pb. Dentro del ATn6238 se inserté un transposén compuesto que no fue descripto
previamente y que contenia blaper-2 flanqueada por dos copias de ISPa12 con su TSD. Ademas,
este ATn6238 tuvo una delecidén de 1.096 pb, que correspondio a blatem-1ay al IRR (Figura 74).

aac(6')-Ib-cr7
blaOXA-9  biaTEM-1

'FjL A PR | aadar | ampr | R
"I.'n'6238 Tkop  2kp  Skbp  4kbp sk Gkep in@n,;‘ e
. aac(6')-Ib-cr7 BIGOXA-
- tnpA tnpR iSPaf2 blaPER-2 I1SPa12
RL_ 4 P aadAllRL T o RR L atnpR

TSD: AGGCAGGCT

pKpn_M9992_ 73
Figura 74. Alineamiento del Tn6238 con pKpn_M9992_73. Las lineas grises gruesas representan las secuencias del
Tn6238, por arriba y abajo se indican los genes y ORFs (flechas) en orientacién directa y complementaria,
respectivamente. Los genes de RAM se colorearon en magenta. En barras grises se representan las regiones con una
identidad mayor al 98%. Se encontraron fragmentos del Tn6238 en pKpn_M9992 73 interrumpidos por otro
transposdn compuesto portador de blarer-2 flanqueada por dos copias de ISPa12 con su TSD y con una delecién de
1.096 pb, que correspondio a blatem-1ay al IRR.
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Por ultimo, el tercer plasmido con ATn6238, pEco_Q4134_62 (62.305 pb) fue un plasmido
hibrido con las replicasas de los grupos N y U. Se identificd el gen aac(6’)-lb-cr7 en un ATn6238,
que tenia una deleciéon de 2.465 pb que incluyo al blaoxa-9, AtnpR, blatem-1 € IRR. Ademas, el tnpA
del ATn6238 se encontro interrumpido por ISKpn9 con su TSD. Adyacente a la delecidén de esta
estructura se encontrd una I1S26 que probablemente haya sido la responsable de la misma, que
modifico el plasmido ancestral que contenia el Tn6238 completo. El plasmido pEco_Q4134_62
contiene ademas del PMQR, el gen tet(A) y un integron simple con el gen dfrA25 como casete
(Figura 75).

aac(67)-Ib-cr7 i ioxao  blaTEM-1

IllRL trllpA tlnpR ’ ""dlAl Atr‘JpR 'TR
L T L e N Y
’ | 1 kbp 2kbp 3kbp A kbp 5 kbp 6 kbp 7 kbp
/Tn623
/1SKpn19 | aac(6')-b-cr7 1526  1S5end
IRL /IRt tnpA  IkR tnpA tnpR aadAl tnpA tnpA
o "I | | I A A
| |

|‘----'----\L--|----u--v---"-uv---u----u--v---'

TSD: GCAATGAACG

pEco_Q4134_62

Figura 75. Alineamiento de Tn6238 con pEco_Q4134_62. Las lineas grises gruesas representan las secuencias del
Tn6238, por arriba y abajo se indican los genes y ORFs (flechas) en orientacién directa y complementaria,
respectivamente. Los genes de RAM se colorearon en magenta, la I1S26 en color amarillo. En barras grises entre las
secuencias se representan las regiones con una identidad mayor al 98%. Se encontrd en pEco_Q4134_62 un
fragmento del Tn6238 interrumpido por una ISKpn19, ademas de una delecion de los genes blaoxas y blatem-1
posiblemente debido a rearreglos mediados por 1S26 y/o ISSen4.

Los ocho plasmidos con Tn6238/ATn6238 se aislaron de seis especies de Enterobacterales
(E. kobei, M. morganii, S. marcescens, E. coli, E. cloacae, K. pneumoniae), y pertenecieron a
grupos de plasmidos muy diferentes (HI, N, hibrido N/U, M1, Cy pKPC-CAV1193) incluyendo uno
no tipificable. Estos resultados constituyen evidencia de que Tn6238/ATn6238 seria una
plataforma muy eficiente para la movilizacidn de aac(6’)-Ib-cr a través de diferentes especies y
grupos de pldasmidos, incrementando la resistencia a otros antibidticos ademas de quinolonas.

(ii) aac(6’)-Ib-cr en Integrones de clase 1

En nueve plasmidos aac(6')-1b-cr se encontré en la regién variable de integrones (IC1, ICC1
e integrones twin), detectandose solo el alelo aac(6')-lb-cr5. En ocho de los nueve casos se
observd la misma combinacion de casetes de la vr-1 del In37::ISCR1::qnrB10: aac(6')-1b-cr5,
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blaoxa-1, catB3, y arr-3, lo cual sugiere una mayor diseminacidn para este arreglo de casetes. En
el plasmido restante (pKgsgq_M17277 _123) la vr-1 encontrada fue: aac(6')-1b-cr5, arr-3, dfrA27 y
aadA16. De los nueve casos, tres correspondieron a IC1, cuatro a ICC1 y dos a integrones twin.

Los tres pldsmidos con genes aac(6')-lb-cr5 en ICls fueron: pKpn_M9932 55,
pEco_Q1187 50 y pKox Q3108 43. Los dos primeros plasmidos pertenecieron al grupo N y el
tercero al subgrupo N3. El plasmido pKpn_M9932_55 también contenia gnrS1 pero asociado a la
estructura mencionada anteriormente que incluye blaiap-2. Estos tres plasmidos se compararon
entre si, para evaluar si existe alguna relacion entre ellos. Los plasmidos pKpn_M9932 55 y
pEco_Q1187_50 estuvieron muy relacionados entre si (cobertura genética de 80% y 90%, uno
con respecto al otro, y 299% de identidad, Figura 76). Los integrones simples de estos plasmidos
fueron casi idénticos difiriendo sélo en la regién 5’ de aac(6')-lb-cr5 que en el caso de
pKox_Q3108_43 contenia 200 pb adicionales. Cabe aclarar que este polimorfismo de la regién 5’
de aac(6')-Ib y su variante aac(6')-Ib-cr ya ha sido previamente reportada. '>* El tercer plasmido
pKox_Q3108_43 del subgrupo N3, casi no estaba relacionado con los dos anteriores, mostrando
identidad sdlo en la regidn que contenia al integron simple (Figura 76).

En 4 plasmidos se encontré a aac(6')-Ib-cr5 en la vr-1 de ICC1. Tres de estos cuatro
pertenecieron al grupo N, dos de ellos (pEae_M9518 55y pKpn_Q3094 56) contenian blacrx-m-2
en la vr-2 como en In35'°, mientras que el tercero (pKva_M7943_60) tenia gnrB10 en un
In37::ISCR1::qnrB10 (Figura 61). Los tres plasmidos fueron casi idénticos entre si y ninguno de
ellos contenia genes de RAM adicionales a los encontrados en sus respectivos ICC1.

El cuarto plasmido con aac(6')-1b-cr5 en un ICC1 (pKgsq_M17277_123) contenia gnrB52
en su vr-2. Como se menciond en la seccidon donde se describe este ultimo gen, este plasmido
pertenecia al grupo F, por lo cual sélo tenia en comun con pEae_M9518 55, pKpn_Q3094 56y
pKva_M7943 60 las regiones conservadas del ICC1. El resto de las caracteristicas de este
plasmido ya se describieron en la seccion de resultados correspondiente a gnrB52.

(i) aac(6’)-1b-cr5 en integron twin

En dos plasmidos pKpn_M9314 63 y pCfr_Q4143 61 se encontré a aac(6')-I1b-cr5 en la vr-
1 de integrones twin, es decir con dos copias de ISCR1. Estos resutados se detallan en la seccidon
5.06 - f de los plasmidos portadores de gnrB10 en integrones twin. Ademas, se discute en la
seccién 5.07 - c un modelo que explicaria el origen de estos integrones.
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Figura 76. Alineamiento de
representan las secuencias

los tres plasmidos portadores de aac(6')-/b-cr5en integrén simple. Las lineas grises gruesas
de cada uno de los plasmidos, por arriba y abajo de ellas indican los genes y ORFs (flechas)

en orientacion directa y complementaria, respectivamente. Los genes de RAM se colorearon en magenta. La regla

indica la numeracion otorg
barras se resaltan las regio

ada para cada plasmido en la cual la base 1 corresponde a la primera base del gen rep. En
nes con una identidad mayor al 98% en gris claro aquellas con orientacion directa y en gris

oscuro con orientacion complementaria.

(iv) aac(6’)-Ib-cr5 flanqueado por 1S26

En cinco plasmidos el gen aac(6')-Ib-cr5, se encontrd en una estructura 100% idéntica,

compuesta por dicho

gen, blaoxa-1, y AcatB3 (delecionado en el extremo 3’). Esta estructura fue
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100% idéntica a la regidn correspondiente de vr-1 del In37::ISCR1::qnrB10 (Figura 61y Figura 77).
Ademas, en cuatro de los cinco plasmidos pertenecientes a los grupos Fll, Cy los hibridos FlI-N, y
FII-R, esta estructura estuvo flanqueada por dos copias de I1S26 en orientaciones invertidas,
formando una estructura de 3.826 pb. En el pldasmido restante, con las replicasas FIB(K) - FlI(K),
la estructura aac(6')-Ib-cr5 /blaoxa-1/AcatB3 estuvo flanqueada por una IS26 y otra IS similar a
IS15, es decir una I1S26 insertada dentro de otra I1S26, resultando en un tamaiio final de 4.450 pb.
La estructura de 3.826 pb se comparé con la NCBI-BD (octubre 2022) y se encontraron 1335
entradas con 100% de cobertura y 298,7% de identidad, correspondientes a diferentes especies
de Enterobacterales y también de los géneros Aeromonas, Leclercia y Vibrio entre otros. El 81%
(1081/1335) de estas entradas correspondieron a secuencias cerradas de plasmidos. Estos
resultados indican que dicha estructura esta altamente diseminada y sugieren que IS26 habria
secuestrado los genes de RAM de la vr-1 del In37::ISCR1::gnrB10 permitiendo su diseminacion
entre diferentes grupos de plasmidos y especies bacterianas.

La estructura de 4.450 pb (I1S26/aac(6')-1b-cr5/blaoxa-1/AcatB3/1526::1526) también se
compard con NCBI-BD (octubre 2022) y los resultados con mayor score correspondieron a una
estructura con 100% de identidad pero con una longitud de sélo 3.630 pb que incluyd a
IS26/aac(6')-1b-cr5/blaoxa-1/AcatB3/A1S26, donde AIS26 correspondid a la primera porcidon de
IS26 antes de la insercidn de la segunda copia de esta IS. También se buscé en NCBI-BD (octubre
2022) la IS similar a1S15, es decir una estructura de I1S26 interrumpida por otra IS26, y se encontro
un sélo resultado con 100% de cobertura y 100% de identidad de un plasmido de Enterobacter
roggenkampii de origen animal no asociado a aac(6')-Ib-cr.
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Figura 77. Comparacién del In37::ISCRI::qnrB10 con la estructura de los casetes aac(6')-1b-cr5, blaoxa1y AcatB3
flanqueada por 1S26, encontrada en cinco pldsmidos de la plasmoteca. Las lineas grises gruesas representan las
secuencias de los plasmidos, por arriba y abajo de ellas indican los genes y ORFs (flechas) en orientacién directa y
complementaria, respectivamente. Los genes de RAM se colorearon en magentay la I1S26 en amarillo. En barras grises
se representan las regiones con una identidad mayor al 98%. La estructura que se identificd en estos plasmidos es
100% de identidad entre ellas, aunque la cobertura no es completa para pKpn_M9863_197 debido a que dentro de
la IS26 que se encuentra rio abajo de los casetes se insertd otra IS26. Ademas, los casetes, comparten un 100% de
identidad con la vr-1 del In37::ISCR1::qnrB1.

Seccién 5.07 Rearreglos genédmicos complejos entre plasmidos

La plasmoteca contenia un porcentaje relevante de plasmidos hibridos (12%, 5/42), es
decir que tenian mas de una replicasa de distintos grupos. Ademas de esta particularidad, se
observd que el tamarfio de los plasmidos podia variar posteriormente al evento de conjugacion,
e incluso entre el estimado por endonucleasa S1 y el obtenido por secuenciacién. Estos hechos
complejizaron los resultados obtenidos de este trabajo, ya que para poder proponer modelos
que expliquen estos rearreglos, se realizaron secuenciaciones y analisis bioinformaticos
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adicionales para descartar que estos hechos no fueran en realidad un artefacto de algunas de las
técnicas utilizadas en este trabajo.

(a) Plasmido fusion pEco_M9902_127

Se estimd mediante endonucleasa S1 que E. coli M9902 era portadora de dos plasmidos
de 357 y 119 kb. El pldsmido de menor tamafio se pudo transferir por conjugacion y la
secuenciacion y ensamble arrojaron un contig circular cerrado de 127.921 pb. Esta secuencia
correspondiente al plasmido pEco_M9902_127 contenia dos replicasas de diferentes grupos, N
y Fll. Ademas, se encontraron dos relaxasas, dos grupos de genes del sistema T4SS, y un sdélo gen
T4CP y en la comparacion contra NCBI-BD se obtuvieron resultados con alta identidad
correspondientes a plasmidos del grupo N o Fll por separado. Todos estos resultados permitieron
proponer la hipdtesis de que este plasmido era una fusion de dos plasmidos pertenecientes a los
grupos N y Fll respectivamente. Ademas, la presencia de 7 copias de I1S26 también favorecia la
generacién de rearreglos gendmicos complejos.

Para analizar la validez de esta hipdtesis, se compard pEco M9902 127 con las
secuencias de todos los otros plasmidos de la plasmoteca. Se encontré que el plasmido
pKox_Q4020 53 (53.237 pb) del grupo N estaba 100% contenido en pEco_M9902_127 y ademas
gue la regiéon adicional de pEco_M9902_127, es decir la que no correspondia a pKox_Q4020_53
estaba 100% contenida en otro plasmido: pKpn_M9306 90 (90.069 pb) perteneciente al grupo
Fll. Ambos plasmidos pKox_Q4020 53 y pKpn_M9306_90, contenian un segmento en comun
compuesto por los genes tetR y tet(A) (tetR/tet(A)) y las porciones de estos plasmidos en
pEco_M9902_127 estaban flanqueadas por sendas copias de esta estructura. Esta situacion
sugirié que pEco_M9902_127 se habria originado a partir de una recombinacion homologa entre
las regiones tetR/tetA de los plasmidos pKox_ Q4020 53 y pKpn_M9306_90. Sin embargo,
algunos fragmentos encontrados en pKpn_M9306 90 flanqueados por IS26, estaban en
orientacién invertida, o bien ausentes en pEco_M9902_127. Todas estas diferencias se pudieron
explicar mediante rearreglos generados por 1S26. En efecto, la comparacion entre
pEco_M9902 127 y el plasmido que se habria obtenido directamente por fusién entre
pKpn_M9306 90y pKox_Q4020_53 que seria un ancestro del primero, mostro varias diferencias.

La primera diferencia radicé en el 5'CS del ICC1 que contenia gnrB2 en el plasmido
pEco_M9902_127. Esta regidn se encontrd interrumpida por un segmento flanqueado por 1S26
gue se habria insertado alli a partir de una unidad translocable generada por una translocacion
de I1S26 en cis ocurrida en una region correspondiente al otro plasmido parental pKpn_M9306_90
(Figura 78, sefialado como “1”). La segunda diferencia también se relaciona con
pKpn_M9306_90, ya que mediante la regidn del arreglo tetR/tetA se puede explicar que una
recombinacién homadloga, seguida de varios eventos mediados por 1S26, habria producido la
fusion que dio lugar al plasmido pEco_M9902_127 (Figura 78, seifialado como “2”). La terceray
cuarta diferencia (sefaladas en la Figura 78 como “3” y “4”) son fragmentos que estaban
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presentes en pKpn_M9306 90 y no se encontraron en pEco_M9902_127. La ausencia de los
mismos se explica con los rearreglos gendmicos presentados en el modelo explicado en la Figura
79.

Ademas, en la busqueda en NCBI-BD se encontré un plasmido denominado pC15-1a de
92.353 pb, que cubre en un 99,1% a pKpn_M9306_90 con 99,99% de identidad. Este plasmido
estd muy diseminado en Canadd y fue muy citado por ser el primer plasmido portador de blacrx.m-
15 secuenciado en su totalidad. Se estima que plasmidos similares a pC15-1a podrian estar
relacionado con brotes ocurrido en India.’%® Ademas, otros pldsmidos relacionados con pC15-1a
gue contienen otros segmentos de ADN con multiresistencias, que pueden ser explicados
mediante rearreglos genémicos mediados por I1S26 y recombinacién homdloga, fueron
reportados en aislamientos clinicos de Australia. *°®
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Figura 78. Alineamiento entre los plasmidos pKox_Q4020_53 y pKpn_M9306_90 que se encuentran relacionados con
el plasmido hibrido pEco_M9902_127. Las lineas grises gruesas representan las secuencias de cada uno de los
plasmidos, por arriba y abajo de ellas indican los genes y ORFs (flechas) en orientacién directa y complementaria,
respectivamente. Los genes de RAM se colorearon en magenta. La regla indica la numeracion otorgada para cada
plasmido en la cual la base 1 corresponde a la primera base del gen rep. En barras se resaltan las regiones con una
identidad mayor al 98% en gris claro aquellas con orientacion directa y en gris oscuro con orientacion complementaria.
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Mediante el andlisis de las secuencias flanqueantes externas a las copias de 1S26 de todos
los plasmidos se puede hacer un “rastreo” de los sitios en los que habrian ocurrido rearreglos
mediados por esta IS. Este método consiste en analizar las 8 pb que flanquean los sitios de
insercion de la 1S26 y buscar aquellos que son idénticos entre si, teniendo en cuenta sus
orientaciones. Este método ya fue descripto previamente por otros autores.'>” Mediante estas
“huellas” genéticas y siguiendo los modelos de transposicion descriptos en la bibliografia para
IS26, se pueden proponer rearreglos gendmicos mediados por esta IS que habrian ocurrido en
las secuencias analizadas y confirmarlos mediante alineamientos. En la Figura 79 las secuencias
flanqueantes se enumeran y se representan sus orientaciones mediante flechas violetas.

Utilizando este método, se propuso un modelo que presupone la existencia de un
ancestro plasmidico con una copia menos de 1S26 (Ancestro Fll “A” en la Figura 79) que podria
dar origen a pKpn_M9306_90, pC15-1a y al plasmido hibrido pEco_M9902_127 mediante
rearreglos gendmicos. Para explicar el origen de pC15-1a (Figura 79 - b) se propuso que se habria
dado una transposicidn en trans entre la cuarta copia del ancestro Fll “A” y el sitio identificado
en la imagen como 9. Para explicar el origen de pKpn_M9306 90 y pEco_M9902 127 habria
ocurrido una transposicion en trans entre la tercera copia de IS26 y el sitio 4 del ancestro FIl “A”,
dando lugar a la inversion de la regién comprendida entre estos dos sitios (ancestro Fll “B”). Este
ancestro Fll “B”, habria originado al pKpn_M9306_90 mediante una transposicidn en cis entre la
segunda copia de IS26 y el sitio 3, produciendo una delecién (Figura 79 - c). En cambio, el origen
de pEco_M9902_ 127 se explica con multiples rearreglos: una recombinacion homdloga entre la
segunda y la tercera copia de 1S26 del ancestro Fll “B”, habria producido un ancestro Fll “C” con
una copia menos de 1S26 y sin el sitio comprendido entre las copias mencionadas. Luego, una
transposicion en trans de la segunda copia de IS26 de este ultimo ancestro (ancestro Fll “C”) y el
sitio 3 habrian dado lugar a una inversion de esta region, produciendo la molécula denominada
ancestro FIl “D”. Es importante recalcar que para que este modelo sea valido, esta ultima
molécula (ancestro Fll “D”) debe haber coexistido con el plasmido pKox_Q4020_53 en una misma
célula, en donde habria ocurrido una recombinaciéon homadloga entre los sitios tetR/tet(A) dando
lugar a un ancestro hibrido con ambos pldsmidos fusionados (ancestro FIl “E”). Esta ultima
molécula ancestro Fll “E”, habria sufrido una transposicidon en cis entre la segunda copia IS26 y el
sitio 0, dando lugar a una delecién de la regién (ancestro Fll “F”). Esta unidad translocable que se
habria escindido mediante el Ultimo evento de transposicion de IS26 mencionado, no se habria
perdido, sino que se habria insertado en la regién 5’CS del ICC1 que forma parte de la regidén que
originariamente pertenecia a pKox_Q4020_53 marcado en color amarillo en la Figura 79. Por
ultimo una transposicién en cis de la cuarta copia de 1S26 en pEco_M9902_ 53 deleciond una
region correspondiente al plasmido F, localizada a la izquierda de dicha copia, dando lugar
finalmente al plasmido hibrido pEco_M9902_127.

Cabe destacar que estos eventos no ocurrieron necesariamente en el orden temporal
propuesto, pero se describieron de esta manera, ya que explican satisfactoriamente la obtencién
de la secuencia que representa el resultado final de los rearreglos gendmicos mencionados.
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Figura 79. Modelo de rearreglos gendmicos que podrian dar lugar a pEco_M9902_127, pC15-1a y pKpn

Las lineas negras representan las secuencias de ADN de cada plasmido, representado de manera lineal para simplificar

la comprension. En forma de recuadro amarillo con una flecha negra se representaron las copias de IS26 con su

oga.
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on

tetR/tetA, sitio donde ocurre la recombinaci

Las flechas violetas indican las regiones flanqueantes del sitio de insercidon se IS26. Las graficas del modelo no se
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Para descartar que el plasmido pEco_M9902 127 sea producto de un artefacto de
algunos de los procesos realizados hasta obtener el contig circular cerrado, se realizaron dos
chequeos mediante diferentes técnicas. Se realizé un mapeo inverso de lecturas largas de ONT,
utilizando el plasmido pEco_M9902_127 como referencia. Se confirmé que existe alta cobertura
y continuidad en las lecturas que estan en la zona de recombinacién y en las uniones entre las
secuencias de los plasmidos parentales pKox_Q4020_53 y pKpn_M9306_90. La otra verificacion
se realizd con un ensamble realizado con otra herramienta bioinformatica. El Trycicler, es un
ensamblador que utiliza lecturas largas con alta cobertura para realizar un ensamble de novo,
con cuatro ensambladores diferentes. Las lecturas cortas sdlo las utiliza para “el pulido” final de
los contigs, es decir el correcto llamado de bases. Este ensamblador, arrojé exactamente el
mismo resultado que el Unicycler que realiza un ensamble de novo de las lecturas cortas de
Illumina, con un solo ensamblador. Con las lecturas largas realiza las uniones de los contigs que
se generaron del ensamble de Illumina. Ambas herramientas, con flujos de trabajo muy
diferentes arrojaron el mismo resultado para el plasmido pEco_M9902_127.

Por otro lado, se observd que habia otros plasmidos similares a pKpn_M9306 90 en la
plasmoteca. En particular, el plasmido pKpn_M9828 138 contenia pKpn_M9306 90 casi en su
totalidad con 100% de identidad (Figura 80). Este plasmido ademads del replicon Fll, tiene una
replicasa del grupo R confirmando aln mas el hecho de que los plasmidos F son propensos a
rearreglos gendmicos con otros plasmidos. El plasmido pKpn_M9828_138 se compardé con el
parental de la fusion pKpn_M9306_90 y se observé como principal diferencia un inserto de
54.976 pb (Figura 80 sefialado como “1”), que sdlo tienen identidad en 23,5 kb con los plasmidos
pEcl_M21692 102 y pKgsq _M17277 123 de nuestra plasmoteca (datos no mostrados).
Tampoco se encontré en la base de datos alguna secuencia que cubra este fragmento casi en su
totalidad.
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Figura 80. Alineamiento entre los plasmidos pKpn_M9306_90 y pKpn_M9828 138. Las lineas grises gruesas
representan las secuencias de cada uno de los plasmidos, por arriba y abajo de ellas indican los genes y ORFs (flechas)
en orientacion directa y complementaria, respectivamente. Los genes de RAM se colorearon en magenta. La regla
indica la numeracion otorgada para cada plasmido en la cual la base 1 corresponde a la primera base del gen rep. En
barras se resaltan las regiones con una identidad mayor al 98% en gris claro aquellas con orientacién directa y en gris
oscuro con orientacion complementaria.

En definitiva, la razéon por la cual se habria seleccionado el plasmido fusion
pEco_M9902_127 se puede explicar mediante la sumatoria de genes de RAM. Bajo esta hipotesis,
el plasmido pKox_Q4020_53 aporté los genes gnrB2 y dfrA25 localizados en un ICC1 (seccidén 5.06
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- d), mientras que pKpn_M9306_90 contribuyd con otros genes de RAM adicionales: blactxm-1s,
blaoxa-1y aac(6')-Ib-cr5. Por lo tanto, esta fusidn se habria visto favorecida en un ambiente como
el del hospital con multiples y a veces cambiantes situaciones de presién antibidtica.

(b) Plasmido fusion pKpn_Q4016_381

El plasmido pKpn_Q4016_381 (381.943 pb), portador de gnrB2, contenia tres replicasas:
C, FIB(K) y FII(K). Se observé que el plasmido de la plasmoteca pKpn_Q1211 174 (174.963 pb),
que tenia las dos replicasas del grupo F, estaba totalmente contenido en pKpn_Q4016_381. La
identidad entre estos plasmidos fue 299% y pKpnQ4016_381 tenia dos regiones adicionales que
contenian ISs. Por otro lado, se encontré en la plasmoteca que el plasmido con mayor cobertura
(82%) e identidad (299,9%) a la regidn que no compartian entre pKpn_ Q1211 174 y
pKpn_Q4016 381, fue el plasmido pPst_M22246_146. Este plasmido perteneciente al grupo C,
contenia genes de RAM incluido gnrB1, ausentes en el plasmido pKpn_Q4016_381. En la NCBI-
BD no se encontrd un pldsmido con mayor cobertura e identidad que pPst_M22246_146 para la
region mencionada.

La comparacion de pKpn_Q1211_174, pPst_M22246_146y pKpn_Q4016_381 mostré dos
fragmentos indicados en la Figura 81 como “A”, que contenia el operdn lac, y “B” con dos IS
flanqueando un IC1 y genes de RAM. Debido a que los fragmentos A y B estan sélo presentes en
pKpn_Q4016 381, y que estan separando las regiones de unién de los plasmidos parentales,
pKpn_Q1211 174 y pPst_M22246_146, es que no fue posible disefiar un modelo que permita
explicar los eventos genéticos que habrian dado lugar a pKpn_Q4016_381.
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Figura 81. Alineamiento entre los plasmidos pKpn_Q1211_174, pPst_M22246_146 y pKpn_Q4016_381. Las lineas
grises gruesas representan las secuencias de cada uno de los plasmidos, por arriba y abajo de ellas indican los genes
y ORFs (flechas) en orientacion directa y complementaria, respectivamente. Los genes de RAM se colorearon en
magenta. La regla indica la numeracion otorgada para cada plasmido en la cual la base 1 corresponde a la primera
base del gen rep. En barras se resaltan las regiones con una identidad mayor al 98% en gris claro aquellas con
orientacién directa y en gris oscuro con orientacién complementaria. Arriba del alineamiento se muestra un esquema
del ICC1 que comparten pKpn_Q1211 174y pKpn_Q4016_381. La falta de continuidad de identidad sefialada en “A”

y “B” en pKpn_Q4016_381 son los sitios que no permitieron proponer un modelo que explique una fusién entre los
replicones pKpn_Q1211_ 174y pPst_M22246_146.
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(c) Origen de los integrones twin con gnrB10y blacrx-m-2

Como ya se comento en la seccion 5.06 —fy 5.06 - j, en dos plasmidos de la plasmoteca
pCfr_Q4143 61 (61.205pb) y pKpn_M9314 63 (63.400 pb), ambos del grupo N, se encontrd una
estructura twin, es decir con dos copias de ISCR1, la primera asociada a gnrB10 y la segunda a
blacrx-m-2. Por lo tanto, estos integrones twin se pueden pensar como una combinacién de dos vr-
2: una perteneciente a un ICC1 con gnrB10, y la segunda perteneciente a otro ICC1 con blacrx-m-
2. Cabe destacar, que el 3'CS2 de los ICC1 con gnrB10 es distinto del correspondiente a los ICC1
con blacrx-m-2. El primero tiene una delecion de 67 pb en el extremo 5’, mientras que el segundo
tiene una delecion de 70 pb. Esta diferencia se puede utilizar como “huella” para identificar el
3’CS2 que proviene de cada uno de estos ICC1.

Las vr-1 de los integrones twin de pCfr_Q4143_61y pKpn_M9314_63 tuvieron el mismo
arreglo de casetes que In37::ISCR1::qnrB10, es decir: aac(6')-1b-cr5, blaoxa-1, catB3, y arr-3. A su
vez, con esta misma vr-1, en la plasmoteca se identificaron dos plasmidos (pEae_M9518 55 vy
pKpn_Q3094 56) portadores de blactx-m-2 en la vr-2 de un ICC1. Cuando estos dos ICClse
compararon con NCBI-BD (diciembre 2022), sélo se encontraron resultados con alta identidad
con la vr-1 o la vr-2 por separado. Por esta razdn, esta tesis constituye el primer reporte de un
ICC1 con la vr-1 caracteristica de In37::ISCR1::qnrB10 pero con blacrx-m-2 en la vr-2. Siguiendo la
nomenclatura propuesta para los ICC182, estos integrones se denominaron In37::ISCR1::blacrx-m-
2.

Los dos plasmidos peae_M9518 55 y pKpn_Q3094_56 portadores de In37::ISCR1::blacrx-
m-2, también eran del grupo N y practicamente idénticos entre ellos, salvo en la region 5’ del
aac(6’)-1b-cr del plasmido pEae_M9518 55. Considerando que el pKpn_Q3094_56 tenia la region
5’ del aac(6’)-Ib-cr igual a la de los integrones twin de pCfr_Q4143 61 y pKpn_M9314 63, se
propuso un modelo en el cual pKpn_Q3094 56 seria uno de los plasmidos parentales que habria
dado origen a los integrones twin (Figura 82). De acuerdo a este modelo, se habria producido una
primera recombinacion homaéloga entre pKpn_Q3094_56 y cualquier otro plasmido con un ICC1
que portara gnrB10 en su vr-2, y posiblemente de un grupo distinto al N. Esta primera
recombinacién homdloga se habria dado en algun punto de la regién comprendida entre el 3’CS1
y el ISCR1 de In37::ISCR1::blactxm-2 y del ICC1 portador de gnrB10. Esto resultaria en un
cointegrado con ambos integrones parentales en una misma molécula. Este cointegrado se
habria resuelto mediante una segunda recombinacion homaéloga entre 3'CS2 del ICC1 portador
de gnrB10 con el 3’CS1 del In37::I1SCR1::blactx-m-2, dando como resultado el integréon twin
compuesto por: 3’CS1/ISCR1/vr-2 con qnrB10/3'CS2 hibrido (con la delecién de 67 pb
caracteristica de In37::ISCR1:: gnrB10)/ISCR1/vr-2 con blacrxm-2/3'CS3 del In37::1SCR1::blactx-m-2
(con su delecién caracteristica de 70 pb). Esta estructura es la que se observd en ambos
integrones twin de los plasmidos pCfr_Q4143 61 y pKpn_M9314_63, soportando el modelo
propuesto. Cabe destacar que estos integrones twin no se encontraron en la NCBI-BD (diciembre
2022).
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En conclusion, nuestros resultados demuestran que los ICC1 ademds de tener la
capacidad de adquirir genes de RAM mediante la incorporacidn/escision de casetes en la vr-1,
podrian, mediante la recombinacién de la vr-2, adquirir multiples genes de RAM localizados en
la misma. Esta plasticidad gendmica tiene gran relevancia en la adquisicién y diseminacién de
resistencia multiple, en especial en ambientes con alta presidén de seleccion.
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Figura 82. Modelo del origen de los integrones twin. Las lineas de colores representan dos plasmidos diferentes (verde
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(d) Rearreglos gendmicos complejos en el plasmido portador de
genes PMQRs de K. variicola M7943

El aislamiento clinico K. variicola M7943 formd parte del primer reporte de PMQRs en
Argentina y la primera descripcién de In37::1ISCR1::qnrB10 en el mundo.8? Este ICC1 que contenia
los genes PMQRs gnrB10 y aac(6°)-1b-cr5, se transfiridé por conjugacion a E. coli J53 Az-R y su
transconjugante se denominé TC-M9216. En este trabajo de tesis el analisis por endonucleasa S1
del aislamiento clinico parental M7943 mostré dos bandas de tamafios estimados de 83 y 372
kb, mientras que para su transconjugante se obtuvo una sola banda de 62 kb. Como los perfiles
plasmidicos de M7943 y TC-M9216 no coincidian, se repitio el ensayo de conjugacion otras dos
veces. En ambos casos se obtuvieron idénticos resultados, transconjugantes con el mismo perfil
de sensibilidad a antibidticos que tenian una sola banda por endonucleasa S1 con un tamafio
estimado de 369 kb, en concordancia con la banda de 372 kb de M7943, por lo que se decidio
incluir al pldsmido de una de esas transconjugantes (TC-M23825) en la plasmoteca. Cabe destacar
gue se hicieron reiterados ensayos de endonucleasa S1, y en todos se obtuvieron los mismos
resultados, es decir una banda de 369 kb. El ensamble hibrido de las secuencias de TC-M23825
resultd en un solo plasmido de 60.263 pb perteneciente al grupo N, que fue el Unico de la
plasmoteca que mostré una gran discrepancia entre el resultado de endonucleasa S1 y NGS
(Figura 44). Este plasmido se denomind pKva_M7943 60 y se utilizé para todos los analisis
subsiguientes. Al final de la etapa experimental de esta tesis surgid la posibilidad de analizar
mediante NGS el aislamiento clinico dador M7943, y la transconjugante TC-M9216, para poder
evaluar cudles fueron los rearreglos gendmicos que dieron lugar a dicha discrepancia.

El ensamble hibrido de las secuencias de TC-M9216 resultd en un plasmido de 65.896 pb,
gue se denominé pM9216_A_A2_ 65y también perteneciod al grupo N. Este tamafio coincidié con
lo que se estimd por endonucleasa S1 (Tabla 13). Para el aislamiento clinico M7943 se obtuvieron
plasmidos de 87.911 y 384.128 pb que también coincidieron con los resultados de endonucleasa
S1. El plasmido de mayor tamario (384.128 pb) contenia los genes PMQRs, por lo cual se designé
como pKva_M7943 384y pertenecia a los grupos Hl y N (Tabla 13).

Tabla 13. Resultados obtenidos por endonucleasa S1 y NGS para el aislamiento clinico M7943 y sus transconjugantes
TC-M9216 y TC-M23825.

Cepa S1 (kb) NGS (pb) Nombre plasmido Grupo
M7943 372 384.128 HI, HI2A, N
pKva_M7943 384
(Dadora)
83 87.911 IncFIB(K)
TC_M9.216 62 65.896 pM9216 A A2 65 N
(Transconjugante)
TC-M23825 369 60.263 pKva_M7943 60 N
(Transconjugante)

En naranja se resaltan los valores conflictivos.
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Un andlisis de comparacion de secuencias mostrd que pKva_M7943 384 contenia en un
100% a pM9216_A A2 65 y a pKva_M7943 60 (Figura 83). El resto de la secuencia de
pKva_M7943_384 tuvo entre 91-93% de cobertura y 99,99%-100% de identidad con los cuatro
pldsmidos del grupo HI con gnrB10 de la plasmoteca: pEko _M9921 354, pEcl_Q5029 328,
pSma_M9684 342 y pEcl_M7916_325 (Tabla 11).
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Figura 83. Alineamiento entre pkva_M7943_60, pM9216_A_A2_65 y pKva_M7943_384. Las lineas grises gruesas
representan las secuencias de cada uno de los pladsmidos, por arriba y abajo de ellas indican los genes y ORFs (flechas)
en orientaciéon directa y complementaria, respectivamente. Los genes de RAM se colorearon en magenta. La regla
indica la numeracion otorgada para cada pldsmido en la cual la base 1 corresponde a la primera base del gen rep. En
barras se resaltan las regiones con una identidad mayor al 98% en gris con orientacion directa. Las regiones marcadas
en la figura como “A” y “B” se analizan en los modelos propuestos mas adelante.

Se compararon los pldsmidos de las transconjugantes pKva_M7943 60 vy
pM9216_A_A2_65, ya que ambos tenian los mismos genes PMQRs (qnrB10 y aac(6’)-Ib-cr5),
tamarios similares y sélo se observaron dos diferencias que se muestran en la Figura 84. Primero,
un fragmento de 600 pb marcado como “2”, presente en pKva_M7943 60 y ausente en
pM9216 A A2 65. La otra diferencia, indicada como “1” en la Figura 84, fue que en lugar de una
IS26 presente en pKva_M7943 60 se observé un fragmento con varios ORFs delimitado por dos
copias de I1S26 en igual orientacién en pM9216_A_A2_65.
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corresponde a la primera base del gen rep. En barras grises se resaltan las regiones con una identidad mayor al 98%.
Las regiones marcadas en la figura como “1” y “2” son las diferencias encontradas entre los plasmidos.

Este segundo rearreglo se podria explicar mediante dos maneras. La primera, consiste en

gue se haya dado una recombinacién homéloga intramolecular entre las dos 1S26, y de esta
manera se escindio el fragmento de 5.801 pb (Figura 85).
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La otra explicacion mas parsimoniosa se fundamenta en que el origen de ambos
plasmidos, pKva_M7943 60 y pM9216_A A2 65, fue a partir de rearreglos gendmicos en el
plasmido pKva _M7943 384. Considerando que ambos plasmidos N estdn completamente
contenidos y con 100% de identidad en pKva_M7943 384, se proponen los siguientes modelos.

En el modelo para explicar la generacién de pKva_M7943_60 (Figura 86), se propuso que
pKva_M7943 384 habria sufrido dos eventos de recombinacién homdloga intramoleculares: 1)
entre la sexta y séptima copia de 1526, antes del fragmento marcado como “B” en la Figura 86,
dando lugar a la pérdida de gran parte del plasmido que corresponde a la regidon perteneciente
al grupo HI; 2) entre regiones 3’CS1 del ICC1 incompleto portador de gnrB10 y del
In37::ISCR1::blacrx-m-2. Este evento daria lugar la pérdida del fragmento marcado como “A” en la
Figura 86.
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Figura 86. Modelo que explica los rearreglos gendmicos que darian lugar a pKva_M7943_60. Por arriba y abajo de la
linea gris gruesa se indican los genes y ORFs (flechas) en orientacion directa y complementaria, respectivamente. La
regla indica la numeracién otorgada a pKva_M7943 384 en la cual la base 1 corresponde a la primera base del gen
rep. En color magenta se muestran los genes de RAM y la IS26 amarillo con borde negro. Mediante dos eventos de
recombinacion homadloga intramoleculares en pKva_M7943 384 se explicaria la generacion de pKva_M7943_60. Una
de las recombinaciones habria ocurrido entre la sexta y séptima copia de I1S26, marcados con la flecha punteada, antes
del fragmento marcado como “B”, dando lugar a la pérdida de gran parte del plasmido que corresponde a la region
perteneciente al grupo HI. El segundo evento seria entre las regiones 3'CS1 de un ICC1 incompleto portador de gnrB10
(idéntico a los descriptos en Figura 63) y el 3'CS1 del In37::1SCR1::blactx-m-2.
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Figura 87. Modelo que explica los dos rearreglos gendmicos que darian lugar a pM9216_A_A2_65. Por arriba y abajo
de la linea gris gruesa se indican los genes y ORFs (flechas) en orientacién directa y complementaria, respectivamente.
La regla indica la numeracion otorgada a pKva_M7943_384 en la cual la base 1 corresponde a la primera base del gen
rep. En color magenta se muestran los genes de RAM vy la 1S26 amarillo con borde negro. Uno de los rearreglos se
habria producido mediante un evento de transposicién en cis de la sexta copia de 1S26 el extremo del fragmento
marcado como “B”, dando lugar a la escision de la region comprendida entre los extremos de la flecha de la linea
punteada. El otro evento consistiria en una recombinacion homaologa entre las regiones 3’CS1 de un ICC1 incompleto
portador de gnrB10 (idéntico a los descriptos en la Figura 63 y del In37::ISCR1::blactx-m-2 dando lugar a la pérdida del
fragmento “A”.
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Por otra parte, el modelo para explicar la generacién de pM9216_A_A2_65 (Figura 87),
involucra dos eventos en pKva_M7943_384: 1) transposicidn de IS26 en cis hacia el sitio que esta
marcado en la Figura 87 al final del fragmento “B”, dando lugar a la escisién como plasmido N de
la regidn comprendida entre dicha IS26 y el final del fragmento “B”; de este fragmento como
unidad translocable; 2) una recombinacion homéloga intramolecular entre regiones 3’CS1 del
ICC1 incompleto portador de gnrB10y el 3°CS1 del In37::ISCR1::blacrx-m-2. Este evento daria lugar
la pérdida del fragmento marcado como “A” en la Figura 87.

Es posible que los rearreglos gendmicos, incluida la pérdida de gran parte del plasmido
pKva_M7943 384, hayan ocurrido debido a la pérdida de presidn de seleccion. El plasmido mas
grande, identificado en el aislamiento clinico podria tener una fisiologia en balance que le
permite sostener su gran tamafio. Sin embargo, durante la conjugacion en el laboratorio, el uso
de ciprofloxacina podria generar una presién de seleccion favoreciendo el plasmido N de menor
tamafio que contiene el gen gnrB10 y la consecuente pérdida del fragmento conteniendo la
region del grupo HI. Esto pudo deberse al alto costo fisioldgico que tiene para E. coli J53 en las
condiciones dadas por el ensayo de laboratorio. Es por esta razén que los resultados del ensayo
de endonucleasa S1 para pKva_M7943 384y pM9216_A_A2_ 65 coinciden con los obtenidos por
secuenciacion. Sin embargo, en el caso de pKva_M7943 60 en el ensayo de conjugaciéon se
seleccioné el plasmido de 384 kb (segun endonucleasa S1), pero durante el cultivo realizado para
la secuenciacion y al no utilizar presién de seleccién, se favorecid la pérdida de la secuencia
correspondiente al grupo HI. Ademas, la falta de presencia de ampicilina en los ensayos de
laboratorio también pudo haber favorecido la pérdida de blacrx-m-2.
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"La ciencia no tiene patria, porque el conocimiento es patrimonio de la humanidad."

- Louis Pasteur
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6 Conclusiones

La resistencia a los antimicrobianos es un problema de salud publica que ejerce una
enorme presién sobre los sistemas de salud. Una consecuencia preocupante del incremento de
la resistencia a los antimicrobianos es la emergencia y diseminacion de gérmenes panresistentes.
La diseminacion horizontal de mecanismos de resistencia juega un papel fundamental en esta
problematica y la comprension de su funcionamiento es clave para establecer estrategias que
permitan su contencién. En esta tesis se estudiaron mecanismos plasmidicos de resistencia a
guinolonas en enterobacterias de origen clinico y los elementos genéticos maviles asociados. Se
construyod una plasmoteca con la secuencia completa de 42 plasmidos portadores de PMQRs y
se analizaron a nivel molecular mediante herramientas bioinformaticas.

El andlisis completo de las secuencias de la plasmoteca permitid identificar un gran
numero y diversidad de plataformas genéticas responsables de la diseminacién de los PMQR
circulantes en Argentina, y algunas de estas fueron reportadas por primera vez en esta tesis. Uno
de los principales hallazgos de este trabajo fue la identificacion de multiples rearreglos
gendmicos como recombinacién homaéloga, inserciones, deleciones, fusiones, escisiones entre
otros eventos genéticos. Estos resultados reflejan la elevada plasticidad que caracteriza a estos
plasmidos portadores de PMQRs. Ademas, este estudio permitié determinar que las secuencias
de insercidon, y en particular la 1S26, parecen tener un papel clave en la diseminacién de la
resistencia a los antimicrobianos. En base a los resultados obtenidos, se plantearon distintos
modelos que podrian explicar los posibles procesos bioldgicos ocurridos que dieron lugar a
plasmidos portadores de multiples resistencias incluidos los genes PMQRs. Los resultados
detallados en esta tesis reflejan la complejidad de la evolucion plasmidica que permite a las
bacterias adaptarse a ambientes con alta presién de seleccion, como ocurre en el dmbito
hospitalario.

La comprensidn de los mecanismos involucrados en la diseminacion de la resistencia a los
antimicrobianos, y el papel que juegan los elementos genéticos moviles permitirda explorar
estrategias innovadoras para combatir esta problematica. La informacién generada en esta tesis
doctoral forma parte del patrimonio gendmico nacional y posee un valor agregado con impacto
significativo en el conocimiento cientifico y tecnoldgico.
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Anexo - Figuras y tablas

1 Anexo

Proporcién de aislamientos

Figura S1. Localizacion de hospitales en los que se recolectaron los 40 aislamientos clinicos seleccionados para la
construccion de la plasmoteca. El nimero de hospitales de cada jurisdiccidn se indica entre paréntesis. El porcentaje
de aislamientos de cada jurisdiccién, se indica con los circulos coloreados de acuerdo a una escala de temperatura
mostrada en la Figura.
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Figura S2: Perfil de sensibilidad a los antimicrobianos de las transconjugantes.

40

3 Il- - N B B l
3
25

20
15
10

o un

AMP CTX CAZ FEP PTZ IMP NAL CIP PEF LEV AKN KAN TOB GEN TMS CMP TET

Sensible Intermedio M Resistente

Para cada antibidtico se muestra el porcentaje de transconjugantes con resultados sensible, intermedio y resistente.
Abreviaturas: AMP, ampicilina; CTX, cefotaxima; CAZ, ceftacidima; FEP, cefepime; PTZ, piperacilina-tazobactam, IMP,
imipenem; NAL, Acido Nalidixico; CIP, ciprofloxacina; PEF, pefloxacina; LEV, levofloxacina; AKN, amikacina; KAN,
kanamicina; TOB, tobramicina; GEN, gentamicina; TMS trimetoprima-sulfometoxazol; CMP, cloranfenicol; TET,
tetraciclina.

Tabla S1: Perfil de sensibilidad a los antimicrobianos de las transconjugantes. Para cada antibidtico, se indica el
didmetro del halo de inhibicién (en mm), con la interpretacién en las categorias sensible, intermedia y resistente,
mediante los colores verde, amarillo y rojo, respectivamente. Abreviaturas: AMP, ampicilina; CTX, cefotaxima; CAZ,
ceftacidima; FEP, cefepime; PTZ, piperacilina-tazobactam, IMP, imipenem; NAL, Acido Nalidixico; CIP, ciprofloxacina;
PEF, pefloxacina; LEV, levofloxacina; AKN, amikacina; KAN, kanamicina; TOB, tobramicina; GEN, gentamicina; TMS
trimetoprima-sulfometoxazol; CMP, cloranfenicol; TET, tetraciclina.
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