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3 Listado de abreviaturas

Nota del doctorando: a lo largo de la presente tesis doctoral se incluyen todas las
abreviaturas y acrénimos en inglés. El motivo de esta decision es el de facilitar el
entendimiento del lector ya que, por ejemplo, PCR o SNP son abreviaturas ampliamente
conocidas mas alld del mundo de la microbiologia, mientras que su transcripcion en
espafiol (RCP o PIN) podria dificultar la lectura. Por coherencia, para el resto de
abreviaturas que si poseen una versién mas reconocible en castellano, se ha mantenido

el mismo criterio.

AMC Amoxicilina y acido clavulanico

AME Enzimas modificadoras de aminoglucdsidos
AMR Resistencia a los antimicrobianos

aTc Anhidrotetraciclina

ATP Adenosin trifosfato

bp Pares de bases de nucledtidos

cfu unidades formadoras de colonias

CRE Enterobacteria resistente a antibidticos carbapenémicos
DNA Acido desoxirribonucleico

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

ERT Ertapenem

ESBL B-lactamasa de espectro extendido

GAM Modelo aditivo generalizado

GC Guanina y citosina

HGT Transferencia horizontal de genes

HURYC Hospital Universitario Ramon y Cajal

IC90 Concentracion inhibitoria del 90% del crecimiento
INDEL Mutacion mediante insercién y/o delecion
IQR Rango intercuartilico

kb Mil pares de bases de nucledtidos (kilobases).
KPC Klebsiella pneumoniae Carbapenemasa

LB Caldo de lisogenia Lennox
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MALDI-TOF Espectrometria de masas de desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz
MBL Metalo-B-lactamasa

MER Meropenem

MGE Elementos genéticos moviles

MH Caldo de Miller-Hinton

MLST Tipificacion multi-locus de secuencia

NDM Metalo-B-lactamasa de Nueva Delhi

OXA Oxacilinasa

OTU Unidades taxondmicas operativas

PBP Proteina de union a la penicilina

PCN Numero de copias del plasmido

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PV Variantes estructurales del pldsmido pOXA-48
gPCR Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
RNA Acido ribonucleico

sgRNA guia de cadena simple de acido ribonucleico
SNP Polimorfismo individual en nucledtido

TGI Tracto gastrointestinal

VIM Metalo-B-lactamasa del Integron Verona
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4 Resumen

En los siguientes subapartados se presenta un resumen general en castellano y otro en

inglés del contenido de |a tesis doctoral.

4.1 Resumen en castellano

La capacidad de las bacterias para evolucionar en respuesta a cambios en su entorno, ha
impulsado la aparicién y diseminacion de mecanismos de resistencia a los
antimicrobianos (AMR). Este fendmeno es especialmente preocupante en entornos
clinicos, donde las bacterias multi-resistentes dificultan la disponibilidad de tratamientos
eficaces para pacientes portadores de bacterias resistentes. En este ambito, los
pldsmidos conjugativos juegan un papel determinante en la diseminacién y la evolucién
de AMR en muchos patégenos de relevancia clinica. Los plasmidos conjugativos permiten
a las bacterias compartir genes de AMR, haciéndolas sobrevivir en presencia de
antimicrobianos. No obstante, los factores ecoldgicos y evolutivos que determinan el
éxito de las asociaciones entre plasmidos y clones bacterianos en ecosistemas de
relevancia clinica son poco conocidos.

El principal objetivo de esta tesis doctoral es el de entender cudles son los factores que
influencian la diseminacién y evolucion de la resistencia a antibidticos carbapenémicos
mediada por plasmidos en el intestino humano. Para ello, se han utilizado como modelo
los plasmidos pOXA-48 aislados de pacientes hospitalizados en un hospital de Madrid,
Espafia. Los plasmidos pOXA-48 son prevalentes en las enterobacterias y son de especial
relevancia clinica al aportar resistencia a los antibidticos carbapenémicos, utilizados en
muchos casos como Ultima opcidn terapéutica para las infecciones por bacterias multi-
resistentes. Combinando técnicas que incluyen edicién genética, caracterizacion
fenotipica de los clones, analisis de los metadatos de los pacientes y secuenciacidon de sus
genomas, se ha estudiado la diseminacién vy la evolucion de la resistencia mediada por
pldsmidos pOXA-48 en las enterobacterias de pacientes hospitalizados. En el capitulo |,
se caracterizan las rutas de diseminacion de la resistencia a antibidticos carbapenémicos
mediada por plasmidos pOXA-48 asi como las zonas del hospital donde ha ocurrido dicha
transmision. Ademas, se han detectado eventos de transferencia horizontal (HGT) de

plasmidos pOXA-48 entre las enterobacterias de determinados pacientes hospitalizados,
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lo que es crucial para entender la epidemiologia de la resistencia. En el capitulo Il, se
describen las dinamicas evolutivas de la resistencia a antibidticos carbapenémicos
mediadas por plasmidos pOXA-48. Los resultados muestran la evolucion del plasmido
durante un periodo de cuatro afios y revelan distintos fenotipos asociados a multiples
mutaciones del plasmido. Asimismo, se describe como la evolucion in vivo de la AMR
mediada por pOXA-48 implica un equilibro entre los niveles de resistencia y el coste
plasmidico. Por primera vez, se identifican eventos de evolucidon compensatoria in vivo,
asi como la evolucion de la AMR mediada por pOXA-48 en bacterias que evolucionan

dentro del intestino humano.

4.2 Resumen en inglés (summary)

The ability of bacteria to evolve in response to environmental changes has driven the
emergence and spread of antimicrobial resistance mechanisms (AMR). This phenomenon
is of particular concern in clinical settings, where multi-resistant bacterial infections are
difficult to treat. In this scenario, conjugative plasmids play a key role in the dissemination
and evolution of AMR in many clinically relevant pathogens. Conjugative plasmids allow
bacteria to share AMR genes which permit them to survive in the presence of
antimicrobials. However, the ecological and evolutionary factors that determine the
success of bacteria-plasmid associations in clinically relevant ecosystems are poorly
understood.

The main objective of this thesis is to further understand the factors that determine the
dissemination and evolution of plasmid-mediated resistance to carbapenem antibiotics
in the human gut. For this purpose, we used pOXA-48-like plasmids isolated from
hospitalised patients in a hospital in Madrid (Spain) as a model. pOXA-48-like plasmids
are prevalent in enterobacteria and are of particular interest in clinical settings as they
provide resistance to carbapenem antibiotics. Carbapenem antibiotics are commonly
used as last resort antibiotics for infections caused by multi-resistant bacteria.

We combined gene editing techniques, phenotypic characterization and genome
sequencing data with patients’ metadata analyses, to study the dissemination and
evolution of pOXA-48-like plasmids. In chapter |, we characterized the dissemination

routes of pOXA-48-like plasmids. We detected specific areas of the hospital where pOXA-
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48-carrying enterobacteria had been transmitted between patients. And crucially, we
detected several events of pOXA-48 horizontal transmission within a subset of
hospitalised patients. In Chapter I, we focused on studying the evolutionary dynamics of
pOXA-48-mediated carbapenem resistance. First, we identified pOXA-48 mutations
which appeared and were selected within the gut of patients over a 4-year period. Then,
we characterized a subset of representative mutations which conferred different
phenotypes/genotypes. To finish, we followed the pOXA-48-mediated AMR evolution
within three different patients. We unveiled how plasmid-AMR evolution is shaped by a
trade-off between plasmid associated costs and AMR. Here, for the first time, we
characterized the in vivo plasmid compensatory evolution in bacteria evolving within the

human gut.
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5 Introduccién general

5.1 Las bacterias y su interaccion con otros organismos

Las bacterias son organismos microscopicos que habitan la Tierra desde hace miles de
millones de afios'™ y son hoy en dia, uno de los organismos celulares mas diversos y
abundantes del planeta™®. Esto se debe en gran medida a que el metabolismo bacteriano
es muy versatil y puede evolucionar rapidamente, permitiendo a las bacterias adaptarse
a un sinfin de ecosistemas®’. Actualmente, se pueden encontrar bacterias en infinidad
de ambientes, desde las hirvientes aguas de las fuentes termales de Yellowstone?,
pasando por las dcidas aguas de Rio Tinto®, hasta en los oscuros y frios lagos del
Antértico®.

La adaptabilidad y la interaccion de las bacterias con su entorno ha sido un factor clave
en la aparicion y expansion de las formas de vida eucariodticas de las que descendemos.
Esto puede ilustrarse en el debatido rol de las cianobacterias en la oxigenacién de la
atmosfera? o en el hipotetizado origen bacteriano de determinados orgdnulos
eucariotas, como las mitocondrias y los cloroplastos, que se originaron tras un proceso
de endocitosis celular®. Actualmente se pueden encontrar ejemplos de interacciones
bacterianas con una amplia gama de organismos incluyendo plantas, animales y hongos.
Estas interacciones pueden ser positivas, e incluir relaciones como el comensalismo, el
sinergismo y el mutualismo!**>. Por ejemplo, algunas especies de bacterias fijadoras de
nitrégeno son capaces de formar asociaciones con varias familias de vegetales en las que
la planta proporciona azucares derivados de su metabolismo. Estos azucares son
aprovechados por las bacterias que, a su vez, proporcionan nitrégeno a la planta'®. Por
otro lado, las bacterias también pueden interactuar negativamente con otros
organismos'#'>. Las bacterias del género Vampirococcus depredan a varias especies de
bacterias del género Chromatium*’ y la bacteria Wolbachia es un parasito comin de
nemdatodos y artrépodos'®. Ademds, las interacciones de la pared celular bacteriana de
bacterias con otros organismos también incluyen casos de depredacion, parasitismo,
competicion y amensalismo'41°,

Desde una perspectiva humana, las bacterias estan presentes desde nuestra historia mas
temprana. Histéricamente, los humanos hemos aprovechado la diversidad del

metabolismo bacteriano para modificar y conservar alimentos en nuestro beneficio!*2,
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M3as recientemente, con el avance en el estudio de las mismas, hemos visto que también
nos podemos beneficiar utilizdndolas en mas procesos, como la produccion de
compuestos quimicos???3, en nuevas aplicaciones agroalimentarias?®*2® o en nuevas
técnicas de biologia molecular, como los sistemas CRISPR-Cas9?” o la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR)?®, que abren el camino a nuevas aplicaciones tecnoldgicas. No
obstante, la relacién del ser humano con las bacterias va mas alld de su uso en procesos
biotecnoldgicos. Se estima que el cuerpo humano contiene al menos tantas células
microbianas como somaticas y, de aquellas, las bacterias son una fraccion importante?®~
31 Se han detectado comunidades bacterianas en diversas localizaciones del cuerpo
humano, con las cuales llevamos mucho tiempo conviviendo3%33 y cuya interaccion es
esencial para nuestra salud?®3%34 Por otro lado, algunas especies bacterianas son
también importantes patégenos humanos. Patégenos bacterianos como Yersinia pestis o
Vibrio cholerae pueden provocar importantes enfermedades y han sido los causantes de
varias pandemias en la historia de la humanidad3>3¢. Sin embargo, el hallazgo de la
penicilina en 1928 permitié controlar multiples enfermedades infecciosas de origen
bacteriano y desde entonces, se han descubierto muchos compuestos antimicrobianos

que se han usado para salvar millones de vidas humanas3/~%.

5.2 Las bacterias resistentes a antimicrobianos

Un agente antimicrobiano es una sustancia que mata o inhibe el crecimiento de
microorganismos*!, siendo los antibidticos aquellos antimicrobianos que tienen como
diana a las bacterias*?*3. Antes del siglo XX las enfermedades infecciosas causadas por
bacterias representaban una elevada morbilidad y mortalidad en todo el mundo y no fue
hasta el descubrimiento de la penicilina y el uso clinico de los antimicrobianos a mediados
del siglo XX cuando mejoraron las perspectivas de supervivencia de los pacientes
afectados por infecciones bacterianas. El uso de los antibidticos incrementd
notablemente la esperanza de vida, dejando las enfermedades infecciosas en un segundo
plano como principales causas de mortalidad3”3°. Ademads, los antibiéticos también han
permitido el desarrollo y la aplicacién de otros procedimientos médicos, como la cirugia,
las proétesis o los tratamientos que deprimen el sistema inmunitario (por ejemplo, la

guimioterapia para el cancer). Por estos motivos, la eficacia de los antibidticos es esencial
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en la medicina moderna. Sin embargo, la capacidad de las bacterias para evolucionar en
respuesta a los cambios en su entorno, junto con la sobreexposicion de las bacterias a los
antibidticos**°, ha impulsado el desarrollo y la difusion de mecanismos de resistencia
antimicrobiana (AMR) en las bacterias*®*’. Este fendmeno puede ejemplificarse en como
el uso considerable de sulfonamidas en Japdn tras la Segunda Guerra Mundial ayudo a la
selecciéon y propagacidon de cepas de Escherichia coli resistentes a las sulfonamidas?.
Posteriormente se introdujeron antibidticos como la estreptomicina, el cloranfenicol y la
tetraciclina para el tratamiento de las bacterias resistentes a las sulfonamidas y en pocos
afios se detectaron cepas de E. coli resistentes a los cuatro antibidticos*.

Actualmente, tras muchos afios del uso de antimicrobianos en la practica clinica, cada vez
cuesta mas encontrar tratamientos eficaces para las infecciones por bacterias
multirresistentes. En Europa, las bacterias resistentes a antimicrobianos son
responsables de decenas de miles de muertes cada afio, y en todo el mundo, mds de un
millén de muertes se asociaron directamente a bacterias resistentes a antimicrobianos
en 2019% (Fig. 1). En este escenario, las predicciones sobre las infecciones por bacterias
AMR no son optimistas. Las infecciones por bacterias AMR van al alza%®*’ y existe un
estancamiento en el descubrimiento de nuevas familias de antibidticos®. De hecho,
estudios recientes indican que en unas décadas las infecciones por bacterias AMR
podrian convertirse en la primera causa de muerte en todo el mundo y ademas
producirdn altos costes socioecondmicos®'”?. Todas estas predicciones ponen de
manifiesto la necesidad urgente de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para

luchar contra las bacterias resistentes a los antimicrobianos.

5.3 Los mecanismos de diseminacion y resistencia a los antimicrobianos

Las bacterias pueden ser resistentes a los antimicrobianos a través de dos formas no
excluyentes: (1) mecanismos intrinsecos y (2) mecanismos adquiridos*. Los mecanismos
intrinsecos de resistencia a los antimicrobianos son los derivados de la fisiologia de
algunas bacterias. Un buen ejemplo son las bombas de eflujo AcrAB/TolC de E. coli, que
tienen una amplia especificidad de sustrato y pueden exportar diferentes clases de

antibidticos junto con otras sustancias®3. Otros ejemplos son los mecanismos de
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FIGURA 1. Muertes humanas globales relacionadas con bacterias resistentes a
antimicrobianos en 2019

Las estimaciones se calcularon por resistencia agrupada segun los tipos de farmacos,
teniendo en cuenta la co-ocurrencia de la resistencia a multiples farmacos por organismo.
Las barras de error muestran los intervalos de confianza del 95%. Figura modificada de
Murray et al.*’.

resistencia de las bacterias Gram-negativas a la vancomicina, basados en la
permeabilidad derivada de la membrana externa*.

Por otro lado, las bacterias también pueden adquirir nuevos mecanismos de resistencia.
Estos mecanismos pueden ser consecuencia de la mutacién o recombinacién de genes
bacterianos involucrados en procesos fisiolégicos bacterianos esenciales como la sintesis
de la pared celular, la membrana, la sintesis de proteinas o el procesamiento de acidos
nucleicos, las dianas de accidn de los antimicrobianos*®°!. Por ejemplo, la resistencia a

fluoroguinolonas puede atribuirse a mutaciones en los complejos de procesamiento del
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DNA® o la resistencia a los antibidticos B-lactdmicos pueden relacionarse con mutaciones
en genes esenciales para la biosintesis de la pared celular bacteriana®*°®. Ademds de
eventos de adquisicion de resistencia mediadas por mutaciones y/o recombinaciones, las
bacterias también pueden adquirir nuevos mecanismos de resistencia a antimicrobianos
de otros organismos. Este fendmeno se conoce como transferencia genética horizontal
(HGT)*” y es una de las principales fuerzas que impulsan la evolucién de las células
procariotas®®>°. La HGT permite que organismos filogenéticamente distantes compartan
un contenido genético comun, lo que difumina los limites entre las distintas ramas
taxonomicas®®®°. El intercambio de genes mediante HGT implica, en muchos casos,
elementos genéticos moviles (MGE).

Los MGE son secuencias de DNA con capacidad de desplazarse dentro de las células y/o
entre ellas y que codifican proteinas que median en su transferencia®’. Entre los MGE, los
pldsmidos son uno de los principales vehiculos impulsores de los mecanismos de
resistencia antimicrobiana en las bacterias®°°. Los plasmidos bacterianos son moléculas
de DNA capaces de replicarse independientemente del cromosoma®®. Los pldsmidos son
muy diversos y pueden variar en tamafo, nimero de copias, contenido de guanina y
citosina (GC), mecanismo de replicacion, modo de transmisién®’, topologia del DNA
(circular o lineal), carga genética y rango de huéspedes. Los plasmidos codifican un amplio
catdlogo de genes que pueden ampliar el nicho ecolégico de sus huéspedes
proporcionando a las bacterias nuevas capacidades metabdlicas, como lo son los genes
de AMR. Determinados genes de resistencia como ciertas B-lactamasas®®’% o genes de
enzimas modificadoras de aminoglucdsidos (AME) estan estrechamente vinculados a
plasmidos’Y’? y son especialmente relevantes en entornos clinicos’>~">. Ademas, muchos
plasmidos se asocian con otros MGE, como transposones®’¢ que pueden ser portadores
de multiples determinantes de resistencia. Esto hace que ciertos plasmidos permitan a
las bacterias ser multi-resistentes en un solo paso de seleccidon, representando una
amenaza en los entornos clinicos.

Los plasmidos pueden transferirse verticalmente de células progenitoras a sus
descendientes mediante la replicacion y segregacion plasmidica a las células hijas.
Ademas, los plasmidos también pueden transferirse horizontalmente entre bacterias (Fig.

2), donde la conjugacion bacteriana es uno de los principales mecanismos de movilidad’’~

80
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FIGURA 2. Mecanismos de transferencia horizontal de plasmidos.

La conjugacién puede producirse entre organismos filogenéticamente lejanos y requiere
de un contacto célula-célula que implique la formacion del complejo conjugativo. La
movilizacion permite que los plasmidos que carecen de parte de la maquinaria de
conjugacion, sean transferidos utilizando la maquinaria de otros elementos de la célula.
Diversos estudios sugieren que la movilizacion de plasmidos es un mecanismo importante
de propagacion de plasmidos’®8-82 La conduccion®® se produce a través de la
cointegracion mediante la recombinacion de plasmidos no movilizables y movilizables o
conjugativos. El plasmido co-integrado se transfiere entonces a un nuevo receptor, donde
puede escindirse. La transduccién de plasmidos se produce cuando un virus bacteriéfago
empaqueta el DNA del pldasmido en particulas virales e infecta otra bacteria®, una vez
dentro del nuevo huésped. La transformacion de plasmidos es la captacion de DNA
plasmidico libre por parte de los organismos y se estima que la transformacion se produce
en bajas frecuencias ya que esta limitada por la presencia de plasmidos libres en el medio
ambiente y por la fisiologia del huésped®’. Estudios recientes muestran la presencia de
otros mecanismos no candnicos de propagacion de plasmidos. Se ha detectado que
algunos plasmidos utilizan vesiculas especializadas para su diseminacién en un proceso
llamado como vesiduccion®. Poco se conoce de este proceso, pero se cree que ocurre
especialmente en las biopeliculas®. También se ha sugerido la transmisidn de pldsmidos
a través de conexiones intracelulares mediadas por nanotubos®’. No obstante, la
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transferibilidad de los plasmidos en entornos naturales puede ser muy distinta entre
entornos y las mediciones directas de la transferencia en el medio ambiente siguen
siendo escasas. Figura modificada de Rodriguez-Beltran et al.®.

5.4 Las bacterias del intestino humano

Las bacterias habitan la Tierra desde hace al menos 3.500 millones de afios®y son uno de
los organismos mas abundantes de la biosfera?. El cuerpo humano alberga una gran
cantidad de microorganismos, incluyendo comunidades de bacterias, arqueas, virus y
hongos?’. Al conjunto de estas comunidades microbianas asociadas al cuerpo humano se
las conoce como el microbioma humano?’. Los principales habitats microbianos
asociados a humanos se encuentran principalmente en las superficies de la piel®, el
sistema respiratorio®, urinario®® vy reproductor®, la cavidad oral®> y el tracto
gastrointestinal (TGI)%, siendo la composicidn de estos microbiomas especifica del lugar
del cuerpo en el que se encuentran. En las comunidades microbianas de vida libre en
entornos como el suelo o el agua, se han identificado mas de 50 filos bacterianos
distintos, pero sdlo 4 son dominantes en las comunidades bacterianas humanas:
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria. Esto sugiere, que la
coevolucién a lo largo de cientos de millones de afios ha seleccionado una comunidad
especifica de microbios adaptados al cuerpo humano3%33.

El intestino humano forma parte del TGl y contiene una de las comunidades microbianas
humanas mas diversas y abundantes y, de hecho, se estima que es uno de los habitats
bacterianos mas densamente poblados del planeta. El intestino contiene entre 30 y 400
x 10'?2 células microbianas que incluyen mds de 2.000.000 genes, centenares de
géneros® %y mas de 1.000 especies?®3!, de las que los filos bacterianos mayoritarios son
los Firmicutes y Bacteroidetes®”°. La composicion del microbioma intestinal es
caracteristica de cada huésped'®, varia a lo largo de su vida®>'%192 y puede verse
afectada por el estilo de vida del huésped3026103.104 Cambios en la estructura y contenido
de las comunidades microbianas intestinales se vinculan con diversas patologias, como el

cancerl®197  afecciones inflamatorias'®1%,  metabdlicas’® 12, neuroldgicas!®,

14-116 v respiratoriast!’. Ademas, se ha demostrado que la estabilidad

cardiovasculares
del ecosistema y de las comunidades bacterianas desempefian un papel clave en el

mantenimiento de la resistencia a la colonizacidn frente a potenciales patégenos 8119,
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Muchas de las terapias con antibiéticos utilizadas para prevenir y tratar infecciones
bacterianas tienen una actividad de amplio espectro. Esto afecta a los patégenos
especificos y también a otros miembros del microbioma humano!?®-1?3. Ademégs, la
sobrexposicion continuada a los antibidticos unida a la gran abundancia y diversidad de
células bacterianas y su capacidad para adaptarse a nuevos ambientes ha hecho del
intestino humano uno de los nichos mas importantes de evolucion y diseminacion de los
mecanismos de resistencia a antimicrobianos®®124126 En el intestino humano se dan las
condiciones para que las bacterias resistentes a antimicrobianos pueden proliferar e
intercambiar genes AMR mediante HGT hacia especies patdgenas y oportunistas?/128,
Entre estas Ultimas, uno de los grupos de patdgenos mas relevantes son las

enterobacterias, las cuales son especialmente preocupantes en ambientes

hospitalarios*”124127.

5.5 Las enterobacterias resistentes a carbapenemas (CRE)

Las enterobacterias (orden taxondmico Enterobacterales) son bacterias gramnegativas
que comprenden mas de 50 géneros y 200 especies?®1?°. Los miembros de esta familia
estdan ampliamente distribuidos en diferentes nichos ecolégicos, incluyendo el medio
ambiente, las plantas y los animales'®. Las enterobacterias son comensales comunes del
microbioma humano intestinal de pacientes sanos (0,1-1% en abundancia relativa'?). No
obstante, este grupo también incluye importantes patdgenos que pueden causar diversas
infecciones graves, como infecciones del torrente sanguineo, neumonia, infecciones del
tracto urinario e infecciones abdominales!3°. Por lo tanto, la aparicion de cepas
resistentes a tratamientos con antimicrobianos representa una importante amenaza
socioecondmica y clinica'3?. Comunmente, las infecciones causadas por enterobacterias

133y como consecuencia, ha aumentado la

se han tratado con antibidticos B-lactamicos
prevalencia de las infecciones causadas por enterobacterias resistentes a los antibioticos
B-lactamdmicos de espectro extendido (ESBL)!33134 Para tratar dichas infecciones,
especialmente en ambientes clinicos, se han introducido los antibidticos carbapenémicos
o carbapenemas!®13/ resultando en la aparicién y aumento de infecciones debidas a

enterobacterias resistentes a los antibidticos carbapenémicos (CRE). Hoy en dia, los

antibioticos carbapenémicos se utilizan como tratamiento de Ultimo recurso para las
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infecciones bacterianas por bacterias multi-resistentes**®. No obstante, la diseminacion
de mecanismos de resistencia a los antibidticos carbapenémicos también esta
aumentando rapidamente®”132. Las enterobacterias pueden portar multiples pldsmidos
con genes con resistencia a antimicrobianos’®’> y un estudio destacd a cepas resistentes

139 como la amenaza de salud publica

a carbapenemas de Klebsiella pneumoniae
relacionada con la AMR de mas répido crecimiento en Europa entre 2007 y 2015%.
Ademas, hoy en dia los farmacos de ultimo recurso para las infecciones causadas por CRE
son las polimixinas, como la colistina. No obstante, estos tratamientos pueden resultar
téxicos para los pacientes y la resistencia a estos antibidticos también estd
aumentando!#®141 Esto hace que las opciones de tratamientos para las infecciones por
CRE sean muy limitadas!#*143, siendo especialmente preocupantes en pacientes
ingresados en las unidades de cuidados intensivos #4146,

Las CRE se definen como enterobacterias resistentes a al menos uno de los antibiéticos
carbapenemas'#®’. Los carbapenemas son miembros de la familia de antibidticos B-
lactamicos, que contienen un anillo B-lactdmico compuesto por un dtomo de nitrogeno
y tres de carbono®®. Los antibidticos B-lactdmicos pueden clasificarse en cinco grupos
distintos seglun la estructura de su anillo central: penicilinas, cefalosporinas,
monobactdmicos, inhibidores de betalactamasas y carbapenemas®®. Los antibidticos B-
lactdmicos actlan afectando a la biosintesis del peptidoglicano. El peptidoglicano o
mureina es un constituyente esencial de la pared celular bacteriana y estd muy
conservado tanto en bacterias grampositivas como en gramnegativas. El peptidoglicano
se compone de cadenas de glicanos formadas por N-acetilglucosamina y acido N-
acetilmuramico. La parte N-acetilmuramica estd unida a ramificaciones de pentapéptidos
o tetrapéptidos también muy conservados®®. Los antibidticos B-lactdmicos inhiben el
ultimo paso de la sintesis del peptidoglicano mediante la acilacion de las transpeptidasas
implicadas en la reticulacion de los péptidos para formar el peptidoglicano, a estas
proteinas se las conoce como proteinas de union a las penicilinas (PBP). La unién de los
antibiodticos a las PBP interrumpe el proceso de transpeptidacion terminal e induce la lisis
Ce|u|ar148,151,152.

Las bacterias pueden ser resistentes a los antibidticos carbapenémicos mediante

diferentes mecanismos (Fig. 3). Algunas bacterias son intrinsecamente resistentes al

presentar una reducida capacidad de captacién de moléculas con una menor
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permeabilidad de la membrana externa®3. Se ha detectado que una alteracion de las
porinas que reduzca la permeabilidad de la membrana externa combinada con la
sobreproduccion de una cefalosporinasa, AmpC, también puede incrementar la
tolerancia a los carbapenemas®*¥'>4, Otro mecanismo de resistencia a los antibidticos B-
lactdmicos consiste en la aparicion de variantes con cambios en la secuencia de las PBP,
su diana de accién. Estos cambios pueden alterar la afinidad de dichos antibidticos y asi
conferir resistencia a los B-lactamicos por parte de las bacterias que los presentan. No
obstante, los carbapenemas tienen una alta capacidad de union a distintas PBPs, lo que
dificulta la resistencia a carbapenemas mediada por alteraciones de las PBP'>>1% Con
esto, el principal mecanismo de resistencia bacteriana a los carbapenemas es la
produccion de carbapenemasas.

Las carbapenemasas son enzimas B-lactamasas capaces de hidrolizar el anillo B-lactdmico
lo que conduce a la inactivacion del antibiético'®’. Las carbapenemasas pueden inactivar
a los carbapenemas y a otros antibiéticos B-lactamicos como los monobactamicos, las
penicilinas y las cefalosporinas'#é. Las carbapenemasas son de especial relevancia clinica,
ya que son uno de los mecanismos mas extendidos de resistencia a los carbapenemas®>®.
Las carbapenemasas se encuentran distribuidas en la clasificacion molecular de Ambler
de las B-lactamasas en las clases A, B y D'*°. Las carbapenemasas incluidas en la clase A
son capaces de hidrolizar una amplia gama de antibidticos B-lactamicos como las
penicilinas, las cefalosporinas, los carbapenemas vy el aztreonam'® Estas
carbapenemasas incluyen la carbapenemasa de Klebsiella pneumoniae KPC, una de las
carbapenemasas mas relevantes desde el punto de vista clinico®l. En la clase B se incluye
a las metalo-8-lactamasas (MBL) las cuales son llamadas asi por la presencia del metal
Zn?*, necesario para hidrolizar el anillo B-lactdmico'®?. Este grupo es muy diverso y puede
hidrolizar la mayoria de los antibidticos B-lactamicos. Sin embargo, confieren una baja
resistencia a los monobactdmicos y pueden ser inhibidos por agentes catidnicos
divalentes como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Dos de las carbapenemasas
mas relevantes desde el punto de vista clinico se incluyen en este grupo son la metalo-3-
lactamasa asociada al integron de Verona (VIM) y la metalo-B-lactamasa de Nueva Delhi
(NDM). Las carbapenemasas de clase D también conocidas como oxacilinasas, debido a
su capacidad para degradarla oxicilinal®. Las oxacilinasas estdn agrupadas en una clase

heterogénea de enzimas, ya sea respecto a sus propiedades estructurales o
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bioquimicas'®®. No obstante, existe un principio general: las enzimas oxacilinasas son
resistentes a los inhibidores de los B-lactamicos, como el acido clavulanico, el sulbactam
y el tazobactam, y confieren resistencia a las amino-, carboxi- y ureidopenicilinas'®®. Sin
embargo, muchas presentan una débil actividad contra los carbapenemas?®. En el 2010
se propuso una clasificacion en 4 grupos de las oxicilinasas®*. En el grupo | se incluyeron
oxacilinasas de espectro reducido que no tienen una elevada actividad contra las
cefalosporinas o los carbapenemas. Este grupo incluye los subgrupos OXA-1, OXA-2 y
OXA-101. El grupo Il incluye las oxicilinasas adquiridas de espectro extendido que son
capaces de hidrolizar ciertas cefalosporinas de espectro extendido (especialmente la
ceftriaxona y la cefepima) y que suelen ser mutantes puntuales de las B-lactamasas de
clase D. El grupo lll incluye a las enzimas con débil actividad contra los carbapenémicos
gue no hidrolizan significativamente las cefalosporinas de espectro extendido. Un
subgrupo importante de estas enzimas, denominadas enzimas OXA-23-like, es una causa
muy importante de resistencia a los carbapenémicos en Acinetobacter spp®. Otro
subgrupo, denominado enzimas OXA-48-like, son exitosos entre las enterobacterias y es
una de las carbapenemasas mdas prevalentes en paises del mediterrdneo'®’. El grupo IV
estd formado por las B-lactamasas de clase D cromosomales de varias bacterias Gram
negativas no fermentadoras e incluye el subgrupo de OXA-51 en Acinetobacter
baumannii*®’.

Los genes codificantes de carbapenemasas suelen estar codificados en plasmidos, los
cuales juegan un papel esencial en su diseminacion®8.168 No obstante, los sistemas de
propagacion y evolucion de dichas resistencias son diversos'®®. Por ejemplo, los genes
blavm y blanom se transmiten a través de multiples plasmidos en multiples linajes
bacterianos, los genes blakpc a través de multiples plasmidos en un mismo linaje
bacteriano y los genes blaoxa-as-like son cominmente transmitidos a través de un mismo
pldsmido en multiples especies bacterianas. Estas distintas trayectorias deben ser
consideradas para predecir y disefiar nuevas intervenciones que contengan la

diseminacion de las CRE.

33



ME ‘Porina .

EERUAOUNCRNG ¢ ° o ° o

RL H i
Inhibe ;_Q ® Inhibe
g COOH PBP
Antibiético

B-lactamasa B-lactamico

@ MI

Citoplasma

NAG Glu Ala
NAM Lys

FIGURA 3. Representacion de los principales mecanismos de resistencia a los antibiéticos
B-lactamicos en una bacteria gran-negativa

Los antibioticos B-lactdmicos actuan afectando a la biosintesis del peptidoglicano que es
un constituyente esencial de la pared celular bacteriana. Los principales mecanismos de
resistencia frente a los antibidticos carbapenémicos son: (1) la alteracién de la
permeabilidad de la membrana externa (ME en la figura), (2) la expresién de bombas de
expulsion y (3) la produccidon de enzimas capaces de hidrolizar el antibidtico. En la figura
la membrana externa e interna se indican con las siglas ME y Ml respectivamente. La N-
acetilglucosamina (NAG) se indica en un hexdgono azul, el acido N-acetilmuramico (NAM)
en un hexdgono rosa y los aminodcidos alanina, acido glutdmico y lisina bajo las siglas Ala,
Gluy Lys en amarillo, naranja y verde respectivamente.

5.6 OXA-48 vy los plasmidos pOXA-48

Las enzimas OXA-48-like son carbapenemasas de tipo D y también son conocidas como
oxicilinasas, debido a su capacidad de degradar a la oxacilina'®3. Las oxicilinasas incluyen
una amplia gama de enzimas'®’ como: OXA-48, OXA-162, OXA-181, OXA-204, OXA-232,
OXA-244, OXA-245, OXA-24, OXA-436, OXA-484 y OXA-519. Estudios epidemioldgicos
muestran como las carbapenemasas OXA-48-like son las segundas carbapenemasas mas
comunes entre las enterobacterias a nivel mundial, por detras de las KPC*’917! qunque

dependiendo de la zona geogréafica pueden ser las primeras?’2. Varios miembros de las
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enterobacterias productoras de enzimas OXA-48-like son responsables de infecciones
hospitalarias, como E. coli, Enterobacter cloacae, Citrobacter spp., Proteus mirabilis,
Kluyvera spp., Salmonella spp. y Klebsiella spp., y K. pneumoniae, la cual es la bacteria
mas comunmente asociada a infecciones clinicas por bacterias productoras de OXA-48
nivel mundia|46'47'139'170'171.

La enzima OXA-48 es la oxacilinasa mas abundantel®’

y se identificé por primera vez en
2001 en un aislado clinico de K. pneumoniae obtenido de un paciente en Estambul,
Turquia'’3. La cepa de K. pneumoniae productora de OXA-48 se encontraba infectando el
tracto urinario inferior de un paciente y resultaba especialmente preocupante porqué
era resistente a una amplia gama de antibidticos como aminoglucdsidos, el cloranfenicol,
la ciprofloxacina, la rifampicina, las sulfonamidas y la tetraciclina. Ademas, a estas
resistencias se sumo la aportada por la OXA-48 que también permitia a esta K.
pneumoniae hidrolizar penicilinas y carbapenemicos como el imipenem y el ertapenem.
Rapidamente, se detectaron otras bacterias K. pneumoniae y E. coli productoras de OXA-
48 que se extendieron gradualmente a otras partes de Turquia causando varios brotes
asociados a estancias hospitalariast’#17>. Posteriormente, se detectaron diferentes
enterobacterias productoras de OXA-48 en otras regiones como Bélgical’®, Egipto'”’,
Libano'’®, Francial’®?, Tunez'®, Marruecos'®, Senegal®?, Paises Bajos'®3, Espafia'®+18,
Irlanda®®, Israel’®’ y Eslovenia®®. En la actualidad, las enterobacterias productoras de

OXA-48 son endémicas de paises del mediterrdneo y estan distribuidas por todo el mundo

(Fig. 4)197.
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[ Not reported / data not available
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FIGURA 4. Distribucion de enterobacterias con OXA-48 en 2019.

El color indica la presencia de enterobacterias productoras de OXA-48 en cada region:
endémica (rojo), brotes hospitalarios (amarillo oscuro), casos aislados (amarillo claro) y
no detectados o datos no disponibles (blanco). Datos obtenidos de Pitout et al.'®’.
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Un rasgo clave para entender la epidemiologia de las bacterias productoras de OXA-48,
es que el gen que contiene la secuencia codificante de la enzima OXA-48, denominado
blaoxa-4s, se encontrd inicialmente en un plasmido de aproximadamente 70 kb'’3.
Después de la diseminacion geografica de OXA-48, era comun aislar diferentes especies
bacterianas que contenian plasmidos virtualmente idénticos que albergaban este gen a
partir de muestras pertenecientes a un mismo paciente, lo que sugiere eventos de
transferencia genética horizontal (HGT)*®. Hoy sabemos que los plasmidos son agentes
clave en la diseminacion y la evolucidon de las enzimas OXA-48-like entre las
enterobacterias'>®167.169190.191  Sa hinotetiza que el gen blaoxass estaba inicialmente
presente en el cromosoma de Shewanella spp. . No obstante, mediante distintos eventos
de captura y movilizacién mediada por MGE, especialmente el transposon Tn1999, se
movilizd desde el cromosoma de Shewanella spp. a plasmidos conjugativos y
posteriormente estos elementos lo propagaron a las enterobacterias®’°%193 (Fig. 5A).
Se han aislado distintas variantes del transposon Tn1999%1! (Fig. 5B). Tn1999.1, consiste
en dos copias de la secuencia de insercion IS1999; una copia se inserta 26 pares de bases
aguas arriba de blaoxa-asy otra copia se inserta aguas abajo de blaoxa-as. Adicionalmente,
las versiones Tn1999.1, Tn1999.2 y Tn1999.3 incluyen el gen completo de lysR, un
regulador transcripcional que también se encuentra en el cromosoma de Shewanella
spp.1%3. Tn1999.2 y Tn1999.3 contienen una insercion IS1IR en 1S1999 aguas arriba de
blaoxa-as creando un promotor hibrido (caja -35 de IS1IR y caja -10 de 1S1999) que
promueve una mayor actividad enzimdtica en comparacion con otros Tn1999'74,
Tn1999.3 difiere de Tn1999.2, con una segunda copia de IS1R localizada justo aguas abajo
de blaoxa-as. TN1999.4 es una variante de Tn1999.2 y lleva una insercién del Tn2015 que
afecta el gen de lysR e incluye ISEcpl con el gen ESBL blacrx-m-15. Otra version del Tn1999.2
es la version Tn1999.5, en la cual el lysR estd truncado por la ISKpn19¥* o la versién
invertida del transposén Tn1999.2 aislada en plasmidos presentes en multiples
especies'®. Recientemente, se han descrito otras variantes como el Tn1999.6*° o el
Tn1999.7'%7, las cuales presentan otros genes como resolvasas o endonucleasas.

Los plasmidos que albergan las variantes Tn1999 asociadas al gen blaoxa-as pertenecen a
los tipos de replicones inclL'®®%9 | Los plasmidos incL forman una de las principales
familias de pldsmidos en enterobacterias’>?%®. En los pldsmidos pOXA-48 no es comun

aislar otros genes AMR adicionales al gen blaoxaas!®>1942%0201 | os pldsmidos que
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comunmente albergan el Tn1999.2 o el Tn1999.4 se aislan habitualmente en plasmidos
de aproximadamente 70 kb y son capaces de replicar en una amplia gama de especies de
enterobacterias?®?. Estos plasmidos se conocen habitualmente como pldsmidos pOXA-

48a-like y son altamente transmisibles al tener una alta capacidad de conjugacion?®.

A blaoxa.as B Atir IysR  blagxas Atir

blaoxa-as €n _ - Tn1999.1 -»—mmm - -—p—
Shewanella spp. 151999 11999
IS1
l Tn1999.2 -=—mmm - g —
inverted Tn1999.2 =4 ® = T —
Tn1999 lysR  blagya.ss .
con - . Tn1999.3 —=-mmm - - o -
1IS1999 1IS1999
blaoy-as AlysR ATn2 1SEcp1 AlysR
* Tn1999.4 »—mmm - — a4 -
blacrx.a.1s
blaoxa-162 Tn2015
k. /V ISKpn19
Tn1999.5 —s-mmm-m— ~— e B =l o
P|asm|d05 incL b/aox"““s ATn3 1S26 qnrS1 resolvasa
\ Tn1999.6 —=mmm- —¢n - @ -
) Proteina 1SKpn19
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FIGURA 5. Contexto genético de las carbapenemasas tipo OXA-48.

A) Representacion no a escala de los entornos genéticos del gen blaoxa-as. B) Versiones del
Tn1999 en plasmidos pOXA-48a-like. Imagen sin escalar.

5.7 Barreras a la diseminacion de los plasmidos

Los plasmidos son elementos comunes en la biologia de las bacterias y juegan un papel
clave en la propagacién y evolucién de los mecanismos de resistencia a los
antimicrobianos#>61.6466.71,74-7681 "Fn condiciones selectivas para los genes presentes en
plasmidos, como en los tratamientos con antibidticos, los plasmidos pueden ser muy
beneficiosos para sus huéspedes, aportando a las bacterias que los llevan una ventaja
adaptativa respecto a sus homdlogas libres de plasmidos?%4. Sin embargo, existen varias
evidencias que hacen dificil entender el mantenimiento de los pldsmidos en las
comunidades bacterianas a largo plazo?®=%. Los pldsmidos pueden representar una
carga metabdlica extra a las células, lo que en ocasiones se traduce en una reducida tasa
de division?%®. Esta reduccion es conocida en inglés como fitness cost (Fig. 6). Dado que
en castellano no existe una traduccién exacta de los términos fitness vy fitness cost
aplicados a la biologia evolutiva, en esta tesis utilizaré los términos coste en el fitness

bacteriano para describir este fendmeno.
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Los costes en el fitness bacteriano impuestos por los plasmidos desempefian un papel
clave enla ecologiayla evolucion de las comunidades bacterianas. Los costes en el fitness
bacteriano impuestos por los pldsmidos generan una seleccién directa en contra las
células portadoras de plasmidos. De tal modo que, el coste impuesto por los plasmidos
podria hacer que, a la larga y especialmente en condiciones no selectivas para los
plasmidos, las bacterias libres de plasmidos acabaran superando por competencia a sus
homodlogas con plasmidos. Ademads, este fendmeno podria acelerarse por una posible
pérdida de plasmidos durante la divisién celular bacteriana, pese que muchos plasmidos
tienen sistemas activos de particion??%219. Para evitar la pérdida durante la segregacién
celular, algunos plasmidos llevan sistemas toxina-antitoxina que garantizan su estabilidad
en las células?'¥?1?, Estos sistemas se basan en un conjunto genes que codifican una
proteina toxica (toxina) y su neutralizante correspondiente (antitoxina). La antitoxina es
menos estable que la toxina, por lo que, si el pldsmido se pierde durante la division
celular, la toxina elimina a la nueva célula, asegurando que durante la divisién celular el
plasmido se herede a las células descendientes por transmision vertical. No obstante, los
sistemas toxina-antitoxina no son garantia de la supervivencia del plasmido a largo plazo
debido a la posibilidad de que los genes de la antitoxina puedan ser movilizados al
cromosoma, lo que permitiria la pérdida de plasmidos de las células sin sufrir los efectos
de la toxina?3?!4 Este mismo fendmeno también se podria aplicar al resto de los genes
plasmidicos incluso cuando son beneficiosos, siendo capturados en el cromosoma vy
permitiendo asi la pérdida de la estructura redundante del plasmido. Ademas, muchas
bacterias han desarrollado un amplio abanico de sistemas que contrarrestan la presencia
de pladsmidos, como el sistema DdmMABC y DdmDE de Vibrio cholerae?'> o sistemas
basados en CRIPSR-Cas?'® entre otros?!/:218,

Todas estas evidencias hacen dificil entender la gran abundancia y ubiquidad de los
pldsmidos en las comunidades bacterianas®®219220_ A este enigma se lo conoce como la

paradoja de los plasmidos??L.
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Figura 6. El origen del coste en el fitness bacteriano producido por los plasmidos en sus
hospedadores.

La conjugacién es un proceso energéticamente costoso para la célula, ya que requiere
una gran demanda energética en forma de adenosin trifosfato (ATP) para la formacién
del canal de acoplamiento vy la translocacion del DNA del plasmido??2223. También, los
plasmidos que entran por conjugacion’/ a una nueva célula lo hacen como DNA de
cadena simple??*. Esto produce una activacion transitoria de la respuesta SOS
bacteriana??® que puede reducir la tasa de duplicacion de la célula hospedadora?®
Curiosamente, algunos plasmidos conjugativos contienen genes anti-SOS, como el
psiB??®. Por otro lado, muchos plasmidos contienen otros MGE®® y pueden integrarse en
el cromosoma del huésped??’2%°, |o que en algunos casos puede producir efectos
deletéreos para la bacteria. No obstante, se cree que la principal carga asociada al coste
de los plasmidos es la interaccién de las proteinas codificadas en el plasmido con las redes
celulares de la bacteria hospedadora®3®233, Figura modificada de San Milldn et al.?3.

A pesar de que los costes de los pldasmidos son tedricamente una importante limitacion

para la supervivencia de los plasmidos en las poblaciones bacterianas, se han descrito

varias condiciones ecoldgicas y evolutivas que ayudan a entender la alta prevalencia de

los plasmidos en dichas poblaciones (resumidas en la Fig. 7)?%%:

(1) Transmision infecciosa: Varios estudios muestran como las altas tasas de
HGT pueden explicar la subsistencia de estos elementos en las

comunidades bacterianas, incluso cuando los plasmidos imponen altos

costes en el fitness bacteriano?0>207.235-237 También se ha observado que,
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en determinadas condiciones como durante regimenes periddicos de
seleccidn, bajas tasas de HGT pueden ser suficientes como para asegurar
la supervivencia de los pldsmidos a nivel poblacional?3.

Efecto fuente-sumidero: en comunidades bacterianas donde conviven
miembros con distinta capacidad de hospedar plasmidos, estos pueden
mantenerse a nivel de comunidad por un efecto conocido como
transmision fuente-sumidero?3 (del inglés source-sink dynamics). En este
escenario, los pldsmidos persisten en especies poco “amigables” para los
plasmidos llamadas bacterias "sumidero" que, de otro modo serian
incapaces de mantenerlos debido a la transmisién derivada de la
presencia de otras especies hospedadoras mas competentes llamadas
"fuente" que actlan como reservorio. Ademas, el flujo constante de
plasmidos a especies “sumidero” podria aumentar la probabilidad de que
los plasmidos, las bacterias o ambas se adapten para una mejor
convivencia?®.

Interacciones con otros MGE: es comun encontrar distintos plasmidos
conviviendo en una misma célula y se ha visto que su interaccién también
puede afectar las dindmicas de los plasmidos en las poblaciones
bacterianas. La interaccidn con otros MGE puede afectar a los plasmidos
via insercién y disrupcion de genes?!3241.242 También, se ha visto que la
presencia de bacteriéfagos liticos puede limitar la disponibilidad de
bacterias hospedadoras de plasmidos?*3. Ademas, algunos pldsmidos no
son auto-transferibles®” y dependen de otros MGE presentes en la célula
para transferirse. Desde el punto de vista del fitness bacteriano, la
presencia de otros plasmidos dentro de la misma célula puede conducir a
efectos de epistasis sinérgica en los costes asociados a los plasmidos,
donde la coexistencia de distintos plasmidos en una misma célula produce
menores costes durante la coinfeccion, en comparacién con los costes
esperados de cada plasmido por separado?**?4. Este efecto ayuda a
entender por qué los genomas bacterianos contienen multiples plasmidos

con mas frecuencia de lo que se espera por azar.
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(4) Evolucion compensatoria: un elemento clave que contribuye a explicar la
persistencia de los plasmidos en las comunidades bacterianas es la
aparicion de mutaciones compensatorias que reduzcan el coste de los
plasmidos?**. Se ha demostrado que las mutaciones compensatorias
pueden aparecer en ambientes con y sin seleccion?#424¢_ Esto sugiere que
incluso cuando los genes plasmidicos son beneficiosos para la célula, la
compensacion del coste es necesaria para evitar una posible pérdida o
captura por el cromosoma. No obstante, se ha observado que durante
regimenes de seleccion positiva se incrementa el nimero de células con
plasmidos, lo que favorece la aparicion de dichas mutaciones?*’. Las
mutaciones compensatorias pueden aparecer en el plasmido?42248, en el
cromosoma bacteriano?#6247.24 o en ambos?'320. Un estudio detectd
mutaciones compensatorias del coste plasmidico localizadas en plasmidos
afectando las proteinas de replicacion?!3. En otros casos se ha visto como
las mutaciones compensatorias pueden afectar diversos genes accesorios
del pldsmido mediante deleciones?*>251252 Muchas de estas deleciones
suelen afectar a genes asociados a la conjugacion?#+?4?, |a cual es un
proceso costoso energéticamente para la célula??222323.2% Esto sugiere
un conflicto de equilibro entre la transferencia vertical y horizontal de
plasmidos?#2. Centrandose en las mutaciones compensatorias localizadas
en el cromosoma, muchas afectan a genes metabdlicos y zonas
reguladoras?#¥2>>. Por ejemplo, en un estudio se detectaron mutaciones
en las helicasas y en la subunidad B de la RNA-polimerasa (rpoB), que
permitieron compensar el coste del plasmido RP4 ademas de incrementar
la aceptacion de esa bacteria a otros plasmidos?*. Tedricamente las
mutaciones compensatorias en plasmidos deberian ser mas comunes ya
gue deberian reducir los costes del plasmido también en las futuras
células receptoras?®®. Sin embargo, las mutaciones compensatorias de los
costes plasmidicos localizadas en el cromosoma son mas comunes en los
estudios hasta la fecha. Este fendmeno podria explicarse por la exposicion
a distintas fuerzas selectivas que podrian determinar el éxito de esas

mutaciones. Por ejemplo, un estudio evidencid como el efecto en el
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fitness bacteriano de algunos plasmidos, como el R6K o el RP4, es distinto

a cortoy a largo plazo en una misma bacteria®®’

y otro evidencié como el
coste del plasmido pOXA-48 variaba de negativo a positivo en distintas
cepas clinicas de E. coliy K. pneumoniae®®. Ademas, los plasmidos suelen
contener mas de una copia® y se ha demostrado que factores como la
dominancia entre los alelos que coexisten dentro de la misma célula
determina que genes son transferidos por HGT?>°,

(5) Diferentes hospedadores: la mayoria de modelos de persistencia de
pldsmidos suelen asumir que las propiedades de los plasmidos son
inherentes a los mismos. Sin embargo, las propiedades que determinan la
persistencia del plasmido podrian variar entre hospedadores. Se ha visto
como la segregacién del pldsmido?®®, los efectos en el fitness

258,261,262 \/ |35 tasas de conjugacion?®372% varian ampliamente

bacteriano
entre los entornos genéticos. No obstante, las causas moleculares de esta
variacion en las propiedades de los pldsmidos se desconocen en gran
medida.

(6) Otras adaptaciones: otras mutaciones cromosdémicas no relacionadas con
la reduccion de los costes del plasmido, pero con una mejora global del
fitness bacteriano, también pueden ayudar a entender la existencia de los
plasmidos en las poblaciones bacterianas?®.

Asi pues, el efecto en las dindmicas evolutivas de los pldsmidos asociado a sus costes, la
segregacion plasmidica y las tasas de transferencia, se diversifica en comunidades
microbianas complejas, donde existe una mayor variabilidad genética y diversas fuerzas
selectivas. No obstante, muchos de los datos de los que disponemos se basan en modelos
in vitro o estudios basados en modelos tedricos que nos ayudan a entender las dindmicas
evolutivas y de diseminacién de los pldsmidos en poblaciones bacterianas®®’. Estos
modelos son de gran utilidad, pero tienen la limitacion de no poder incluir todas las
caracteristicas ecoldgicas y evolutivas que entran en juego en las poblaciones bacterianas

naturales.
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FIGURA 7. Mecanismos evolutivos y ecolégicos que explican la estabilidad de los
plasmidos en las poblaciones bacterianas.

Las células del mismo color pertenecen al mismo linaje, mientras que las de distinto color
pertenecen a un linaje distinto. Los plasmidos se muestran como anillos, y al conectar
con las células, se denota una transferencia conjugativa. Las estrellas indican mutaciones
y las flechas indican cambios evolutivos. Figura modificada de Brockhurst y Harrison?2°,
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6 Justificacion y objetivos

La crisis sanitaria provocada por las resistencias a antimicrobianos (AMR) es uno de los
problemas de salud publica mas importantes a los que nos enfrentamos en la
actualidad®®°2. En este dmbito, los pldsmidos conjugativos son un elemento clave en la
evolucion®® y la diseminacion de genes AMR®' ya que permiten a las bacterias
intercambiar genes mediante HGT>.

La mayoria de los estudios que analizan la AMR mediada por plasmidos describen la
prevalencia de los genes de resistencia en los aislados bacterianos detectados en un
momento y lugar determinado. Estos estudios son fundamentales para entender la
amenaza que representan las bacterias AMR ya que permiten controlar la aparicién de
brotes nosocomiales, aplicar tratamientos eficaces a pacientes portadores de bacterias
resistentes y entender la epidemiologia de las mismas. Estos proyectos permiten detectar
las asociaciones exitosas entre plasmidos y clones bacterianos. Un buen ejemplo de éstas
son las asociaciones entre las enterobacterias y los plasmidos pOXA-48, los cuales
contienen genes de resistencia a antibidticos carbapenémicos. Estas asociaciones son de

167y son resistentes a los

especial relevancia ya que se han diseminado globalmente
antibidticos carbapenémicos, los cuales se utilizan en muchos casos como ultima opcion
terapéutica a las infecciones por bacterias resistentes. No obstante, los procesos que
determinan el establecimiento y la evolucion de dichas asociaciones no estan tan claros.
Complementariamente, muchos trabajos de biologia evolutiva se han centrado en
comprender las dindmicas evolutivas que contribuyen al éxito de determinadas
asociaciones plasmido-bacteria®?. Esto, ha permitido entender que factores ecoldgicos y
evolutivos son determinantes en la aparicion y estabilizacién de los plasmidos en las
comunidades bacterianas. A pesar de la relevancia de estos estudios, la mayoria estan
limitados por la utilizacién de modelos experimentales en los que los clones y plasmidos
no son ecologicamente relevantes. Ademads, las asociaciones estudiadas han sido creadas
en condiciones de laboratorio, muy diferentes a las que se encuentran las bacterias en
ecosistemas reales como el intestino humano, el cual es un importante ecosistema
bacteriano de relevancia clinica®'28,

En este contexto, entender las bases evolutivas del éxito de los plasmidos pOXA-48 en las

enterobacterias es el principal objetivo de esta tesis doctoral.
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7 Materiales y métodos

En esta tesis se ha trabajado con varias cepas bacterianas de origen clinico (Tabla Anexo
1). En la Tabla 1, se puede ver una lista de todos los cebadores utilizados a lo largo de
esta tesis doctoral y en la Tabla 2 un listado de todos los plasmidos de origen sintético. A
su vez, se han usado distintas técnicas de microbiologia cldsica, biologia evolutiva,
biologia sintética y analisis bioinformatico. La informacién especifica sobre materiales y
métodos estan descritas en detalle en los apartados de métodos especificos para cada

capitulo (ver apartados: 8.1.3y 8.2.3).
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Tabla 1. Descripcién de cebadores utilizados a lo largo del trabajo.

En la tabla se indica el nombre de los cebadores, su secuencia, el uso, el tamafio, las condiciones y la referencia. *Condiciones de PCR donde se
usé una Taq polimerasa (2x PCRBIO Tag Mix Red, PCRBiosystems) con una concentracioén final de cebadores 0,2 uM.** Condiciones de PCR donde
se usé una polimerasa tipo Phusion (Phusion Hotstart Il High-fidelity, Thermo Scientific) con una concentracion final de cebadores 0,1 uM. ***
Procedimiento para clonar por la metodologia Golden Gate?®® los sgRNA en el pldsmido pLC10 (ver seccion 8.2.3.2). **** Condiciones de qPCR
donde se usd un kit gPCR (ver seccion 8.2.3.11) y una concentracién final de cebadores de 1,6 uM.

veces; (5) 722C 2 min.*

Tama
Ao
Cebadores Secuencia (5 2 3') Uso ampli Condiciones Referencia
con
(bp)
Oxad8-F TTGGTGGCATCGATTATCGG (1) 958C 1 min; (2) 955C 15 seg; (3) 55°C 15 Poirel, L., et. al.26®
Oxa48R GAGCACTTCTTTTGTGATGGC Amplificar pOXA-48 | 744 | seg; (4) 72 °C 15; repetir paso (2) 34 veces; | o A et gl 20
(5) 722C 2 min.
repA-F GACATTGAGTCAGTAGAAGG (1) 958C 1 min; (2) 95°C 15 seg; (3) 55°C 15
repA-R CGTGCAGTTCGTCTTTCGGE Amplificar pOXA-48 925 seg; (4) 72 °C 15; repetir paso (2) 34 veces; Carattoli, A., et. al.200
P (5) 722C 2 min. *
1 °C 1 min; (2 °C1 ; °C1
incL-F CGGAACCGACATGTGCCTACT Amplificar pOXA-48 (1) 958C 1 min; (2) 958C 15 seg; (3) 552C 15 . o0
incL/M-R GAACTCCGGCGAAAGACCTTC / Detectar PV-K 852 seg; (4) 72 °C 15; repetir paso (2) 34 veces; Carattoli, A, et. al.
(5) 72°C 2 min.*
. Ledn-Sampedro,
1) 95°C1 ; (2) 95°C 15 ; (3) 552C 15 ,
PV1-F GCTGGTCATGATCTACATGC Detectar 708 (se) - (4) 722?';52 15 se -Srig,e(tir) aso (2) DelaFuente, Diaz-Agero
PV1-R GAATGCCTCGCATGTTCATG PV1/PV2/PV-E & P & s TEPELIl P et. al, 770
34 veces; (5) 722C 2 min.* 71
DelaFuente et. al.
(1) 952C 1 min; (2) 959C 15 seg; (3) 59°C 15 Ledn-Sampedro,
E://E-FF{ Ggggﬁﬁg&ﬁéiigﬁggigﬁc Detectar SNP PV2 427 | seg; (4) 72 2C paso 8 seg ; repetir paso (2) 34 | DelaFuente, Diaz-Agero
veces; (5) 722C 2 min.* et. al. 27°
(1) 952C 1 min; (2) 95°C 15 seg; (3) 61eC 15 Ledn-Sampedro,
E\\g_; GGGCSCGTCACCEFCAATQCCCC&TSTA'?_TFEAG Detectar SNP PV3 582 | seg; (4) 72 °C paso 9 seg ; repetir paso (2) 34 | DelaFuente, Diaz-Agero

et. al. 270
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(1) 952C 1 min; (2) 952C 15 seg; (3) 602C 15

Ledn-Sampedro,

PV4-F GTCCGGTGAGTACCATAGCG
. o} . H fao_
PVA-R CGCAAAGTCAGCGCCTCG Detectar SNP PV4 336 | seg; (4) 72 2C paso 6 seg; repeﬁr paso (2) 34 | DelaFuente, Diaz-Agero
veces; (5) 722C 2 min.* et. al. 27°
0 in: 0 . 0
PVAF GCCCGGLATCCAACGCCATT Detectar PV-A 724 (S:(L%) ??4;:712”;';: 5339153 Sels' i(zglest?r) 6als§ (12? DelaFuente et. al.?71
PVA-R CTGATTTGCTCCGTGGCCG & P § ; TEPELI P -
34 veces; (5) 729C 2 min.*
0 in: 0 . 0
IS1F CAGTCATGGTGCTGTACTGG Detectar PV-B 3207 s(el)'g(jf)cn1 ggnla(szo) lgfni'lfeseegt}r(g)afj (5)1354 DelaFuente et. al.?’!
IS1R GAGCACTTCTTTTGTGATGGC & P s feperrp -
veces; (5) 722C 2 min.*
0 in: 0 . 0
trbN-F CTGTTAAATCAGCGAGTTGAG Detectar PV-D 1099 (sle) 9?4?712”‘1?, ;23)09157 (s:e15' i:g;e’(ti?)r) 5a(isocé)5 DelaFuente et. al.?7!
CTXM-R CACATTCCTCTCCGTGGAT & P g repetir p -
34 veces; (5) 722C 2 min.
Detectar
i ) in: ) . )
traC_DEL-F GLCGACTGATAACCCGAAC p?gz?g;OZSSSSB— 557 s(i;-g(i)% Cr’nC”;),a(szcz 255ecg'1r5e;2%i’r(s;s508(zc) 1354 DelaFuente et. al.?”!
traC_DEL-R CATCATCGCCGTCTCGATC 48.853 veces; (5) 72°C 2 min.*
(ref k8)
BGALF ATTGGCTGAGTTTTTTTAAGGCAGTTATTGG (1) 989C 30 seg; (2) 982C 5 seg; (3) 652C 20
P CTGATGACATTTTAGCTTCCTTAGCTCC Construir pBGA 3.445 seg; (4) 72 °C paso 53 seg; repetir paso (2) DelaFuente et. al.?”!
pBGA1-R :
34 veces; (5) 722C 7 min.**
0 . 0 . 0
pBGA2-F CGAAGCTAAAATGTCATCAGCGGTGGAG Construir pBGA 805 (sle) ??4)C732095Ceg’a(520) F13;g sCe 5 ig,egc?r) 6a550C(32()) DelaFuente et. al.?7!
PBGA2-R CTTAAAAAAACTCAGCCAATCGACTGGC P & P & repetr p -
34 veces; (5) 722C 7 min.
Fosforilacién inicial de cebadores: 30 min
379C. Hibridacién a 952C (en termobloque) y
Clonar el seRNA con dejar enfriar a temperatura ambiente hasta
pLC10sg-F CACAGTTGTGCCCGTGACCAGCGG 8 40¢9C.
el gen pemK en 20 . . . . DelaFuente et. al.?”!
pLC10sg-R AAACCCGCTGGTCACGGGCACAAC LC10-Kan Clonaje en termociclador: 25 ciclos de 3 min
P a 379Cy 4 min a 162C. Al acabar los 25
ciclos, continuar con 5 min a 502Cy 5 min a
1) 952C 5 min; (2) 95°C 15 seg; 552 ;
PCNoxa-F GGATACTCGACTAGAACTGAA Determinar el PCN | ( )9‘202 é ;g”;'e( .)(g)srec eii:ega'sff( 2? 28 °e8 DelaFuente et ol
PCNoxa-R GTGGGCATATCCATATTCATG por qPCR - & Petrp -ak

veces. ****
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(1) 959C 5 min; (2) 952C 15 seg; 552C 30 seg;

PCNdnaE-F GGCAAATTGATGACCAGCTT Determinar el PCN
o . ; 271
PCNANaE-R GCATCCGCCCTCTGATAGTA oor qPCR 200 602C 30 seg;‘(ei)egeffil*r paso (2) 30 DelaFuente et. al.
LC10-Apl- 1) 982C 30 seg; (2) 982C 5 seg; (3) 62.4C 20
P . P TTGGCTGAGCTCAGAATTGGTTAATTGGTTGTG Construir oLC10- seg; (4) 72 2C paso 1 min; repetir paso (2) 34
LC10-Ap1- ATAAGCTGTCAAACCAGATCAATTCGCGCTAACTCACAT A rap 3.231 | veces; (5) 722C 7 min. Muestra procedente DelaFuente et. al.?’?
P R P TAATTG P de una extraccién plasmidica del pLC10-Kan
diluida 1/10 en agua.**
0 . 0 . 0
PLCIOAD2- Ceg, (1) 72 5C sas 55 550 repeth p350 (2
F GATCTGGTTTGACAGCTTATCATCGACTG ConstruirplC10- | o, | ") F()5) ey e P DelaFuente et ol
pLC10-Ap2- TCCATTGGCGCGTGGCAATAGTCGTTTTG Apra ’ ’ o . T
R procedente de una extraccion plasmidica del
pLC10-Kan diluida 1/100 en agua.**
LC10.AD3. (1) 982C 30 seg; (2) 982C 5 seg; (3) 68.42C 20
P P2 | TATTGCCACGCGCCAATGGACCAACATAATAAGGAATTC ‘ seg; (4) 72 °C paso 1 min; repetir paso (2) 34
F Construir pLC10- )
LC10-Ap3- G Aor 3.113 | veces; (5) 722C 7 min. Muestra procedente DelaFuente et. al.?”!
P P CTGATGACATAACACCCCTTGTATTACTG pra de una extraccién plasmidica del pLC10-Kan
R g
diluida 1/100 en agua.**
(1) 989C 30 seg; (2) 982C 5 seg; (3) 629C 20
LC10-Apd- seg; (4) 72 °C paso 15 seg; repetir paso (2)
P F P AAGGGGTGTTATGTCATCAGCGGTGGAG Construir pLC10- 326 34 veces; (5) 722C 7 min. Muestra DelaFuente et. gl 271
CCAATTCTGAGCTCAGCCAATCGACTGG Apra procedente de un lisado de 50 pl T
pLC10-Ap4- : .
R procedente de una colonia de E. coli

MG1655 con el plasmido pMDIAI.**
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Tabla 2. Descripcién de plasmidos sintéticos utilizados a lo largo del trabajo.

En la tabla 2 se indica el nombre, el uso, el tamafio (en bp, pares de bases), las caracteristicas a destacar y la referencia de los plasmidos sintéticos
utilizados y/o construidos en los capitulos incluidos en esta tesis.

T =
Nombre Uso amano Caracteristicas destacables Referencia
(en bp)
DBGC Ref:eptor en,conjugamone.s. 4102 No movilizable, re5|§tente élcloranfemco.l, expresion Alonso-del Valle, A. et. al, 258
Competidor comun en competiciones de la GFP por induccion de la arabinosa.
Recentor en coniugaciones No movilizable, resistente a apramicina, expresion de
pBGA ) P , U8 . 4.247 la GFP por induccion de la arabinosa. DelaFuente et. al.?”!
Competidor comun en competiciones )
Ver Fig. 15 B
5LC10-Kan Curar el plésmido,p.OXA—48 de aislados 10.562 No movilizable,. resistente e.l kah?micina, siste.ma DelaFuente et. l.271
clinicos CRISPR-Cas9, origen de replicacion termosensible.
L ) No movilizable, resistente a apramicina, sistema
C [ pl do pOXA-48 d lad ’ !
pLC10-Apra trar & plasmi O, p- € aislados 10.552 CRISPR-Cas9, origen de replicacion termosensible. DelaFuente et. al.?7?
clinicos .
Ver Fig. 15 A
Aislar el gen de resistencia a la apramicina Movilizable y resistente a apramicina y ampicilina. 7
PMDIAI para su uso en: pBGA, pLC10-Apra 4.104 Addgene #51655. Yang, Jet. al.
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8 Resultados
Esta tesis doctoral se centra en entender la epidemiologia y la evolucion de plasmidos

tipo pOXA-48 aislados de muestras de enterobacterias de pacientes hospitalizados en el
Hospital Universitario Ramon y Cajal (HURYC, Madrid, Espafia). Esta tesis se presenta en
formato de resultados, donde el primer capitulo incluye el analisis de la diseminacion de
la resistencia de cepas portadoras de pldsmidos pOXA-48 y el segundo capitulo se centra

en la evolucion de los plasmidos pOXA-48.

8.1 Capitulo I: Transmision generalizada de plasmidos tipo pOXA-48 en el

intestino de pacientes hospitalizados

Este primer capitulo forma parte de un trabajo que ha sido publicado en la revista Nature
Microbiology, ver cita?’°. Este trabajo incluye tres co-primeros autores, entre los cuales
me incluyo. En esta tesis haré especial incidencia en las partes en las cuales he participado

mas activamente.

8.1.1 Resumen del capitulo |

Las infecciones causadas por enterobacterias resistentes a antibidticos carbapenémicos
en entornos clinicos son una importante amenaza sanitaria. La epidemiologia de las CRE
en los hospitales se basa en dos procesos: (1) la transferencia entre pacientes, donde hay
una diseminacion de clones especificos de CRE entre pacientes. Y (2), la transferencia
intra-paciente, donde plasmidos con genes de resistencia a antibioticos carbapenémicos
se transfieren entre las enterobacterias del microbioma intestinal de cada paciente. No
obstante, la contribucion relativa de cada proceso a la diseminacion hospitalaria de la
resistencia a los antibidticos carbapenémicos sigue estando poco explorada. En este
capitulo, combinamos datos epidemioldgicos de mas de 9.000 pacientes con informacion
de la secuencia del genoma completo de 250 clones de enterobacterias para caracterizar
las rutas de diseminacion de resistencia a antibidticos carbapenémicos mediada por
pldsmidos de la familia pOXA-48. Este apartado contiene datos de un entorno hospitalario
durante un periodo de dos afios. Los resultados revelan una frecuente transmision de

clones de alto riesgo, principalmente de K. pneumoniae y esporadicamente de E. coli.
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Ademads, se identificaron puntos de diseminacion de pOXA-48 en el hospital, como
habitaciones individuales. Mediante el analisis de la secuencia del plasmido, descubrimos
eventos de HGT de pOXA-48 dentro de los pacientes, lo que es crucial para entender la
epidemiologia de la resistencia mediada por el gen blaoxa-as. Los datos obtenidos de
ensayos de conjugacion in vitro, sugieren que los plasmidos pOXA-48 se transfieren en

altas tasas en el intestino de los pacientes hospitalizados.

8.1.2 Introduccion del capitulo |

La resistencia a los antimicrobianos en las bacterias es uno de los retos sanitarios mas
importantes a los que nos enfrentamos hoy en dia**2. La AMR es especialmente
preocupante en entornos clinicos, donde los patégenos resistentes a los tratamientos
antimicrobianos aumentan notablemente la mortalidad de los pacientes en estado critico
y los costes asociados a la gestion y el control de las infecciones??73. La propagacion de
los genes de resistencia a los antibioticos entre las bacterias comUnmente asociadas a las
infecciones hospitalarias se debe, en muchos casos, a la HGT de plasmidos
conjugativos®?®>. Sin embargo, la frecuencia con la que esto ocurre en el entorno clinico
y su importancia para la diseminacion de la resistencia a nivel local son poco conocidas.

Uno de los grupos de patégenos nosocomiales mas relevantes desde el punto de vista
clinico es el de las CRE, capaces de producir carbapenemasas. Entre estas, los clones de
K. pneumoniae y E. coli con carbapenemasas codificadas en plasmidos representan la
mayor amenaza®®’. A pesar de su relevancia clinica, siguen existiendo lagunas en nuestro
conocimiento de la epidemiologia de las CRE y de los plasmidos que contienen genes de
carbapenemasas. Diversos estudios han destacado la importancia de la transmision
intrahospitalaria de CRE de paciente a paciente?’4?7> (transferencia entre pacientes). Sin
embargo, la diseminacidon y evolucion de los CRE en los hospitales presenta una capa
adicional de complejidad: la transferencia de plasmidos que contienen genes de
carbapenemasas entre clones de enterobacterias en el microbioma intestinal de
pacientes (transferencia intra-paciente)®® 168276278 Comprender la importancia relativa

de la transferencia entre e intra pacientes es fundamental para entender la epidemiologia
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de las CRE y asi poder desarrollar estrategias de intervencién para controlar la
propagacion de la resistencia a los antibidticos carbapenémicos en los entornos clinicos.
Una de las carbapenemasas mds frecuentes en las enterobacterias es la OXA-48'%7. El gen
blaoxa-ag suele ubicarse en plasmidos del tipo pOXA-48, los cuales se aislan en un amplio
rango de huéspedes'®. Este tipo de plasmido se asocia con frecuencia a los clones de
alto riesgo de K. pneumoniae®?01.275279 "como los clones ST11, ST15, ST101 y ST405 que
pueden propagarse facilmente entre pacientes hospitalizados produciendo brotes
nosocomiales?®%28! Estudios epidemioldgicos previos sugieren que los plasmidos pOXA-
48 se transfieren entre los miembros del microbioma intestinal de los pacientes?®2728¢, |o
qgue sugiere que los plasmidos pOXA-48 podrian ser un sistema de estudio ideal para
investigar la diseminacién nosocomial de la resistencia a los antibidticos carbapenémicos.
En el capitulo |, nos centramos en examinar la dindmica de transferencia de pOXA-48
entre y dentro de los pacientes hospitalizados. Para el analisis, utilizamos una coleccién
de enterobacterias portadoras de pOXA-48 aisladas en el Hospital Universitario Ramon y
Cajal de Madrid y previamente aislada como parte del proyecto europeo R-GNOSIS
(Resistance of Gram-Negative Organisms: Studying Intervention Strategies)t’>?®’.
Combinando datos epidemioldgicos de mas de 9.000 pacientes con la informacién de la
secuencia gendmica de 250 clones de enterobacterias y ensayos fenotipicos, definimos
las dindmicas de la transferencia de clones portadores del plasmido pOXA-48 en

pacientes hospitalizados.

8.1.3 Métodos especificos del capitulo |

8.1.3.1 Disefio del estudio y coleccién de muestras

Se estudiaron muestras recogidas de pacientes ingresados en el Hospital Universitario
Ramodn y Cajal (Madrid, Espafia) desde marzo de 2014 hasta marzo de 2016, como parte
de un programa de vigilancia para la deteccién de pacientes portadores de
ESBL/carbapenemasas (R-GNOSIS-FP7-HEALTH-F3-2011-282512)17228288 E| programa
fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Universitario Ramén y Cajal (codigo de
referencia 251/13). Se utilizd un codigo de tres letras generado aleatoriamente para
proteger el anonimato de los pacientes. El cribado incluyd un total de 28.089 muestras

de 9.275 pacientes ingresados en 4 servicios hospitalarios distintos (gastroenterologia,
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neurocirugia, neumologia y urologia) en el Hospital Universitario Ramén y Cajal. Las
muestras rectales se obtuvieron de los pacientes en las 72 horas siguientes al ingreso y
se obtuvieron muestras semanales adicionales de los pacientes hospitalizados >7 dias.
También, se obtuvo una muestra final en el alta de los pacientes con una estancia
hospitalaria >3 dias. Este protocolo permitié obtener una secuencia temporal para cada
paciente en el hospital. En este capitulo nos hemos centrado en el subconjunto de
pacientes colonizados por enterobacterias portadoras de plasmidos pOXA-48 dentro del
proyecto R-GNOSIS. Mads informacién sobre los pacientes colonizados por
enterobacterias portadoras de pOXA-48 en el hospital, asi como informacion sobre otras
CRE aisladas en el marco del estudio R-GNOSIS, puede encontrarse en las citas!’%280288
De manera complementaria, para caracterizar mejor la diversidad y la diseminacion de
POXA-48, incluimos en el analisis de transferencia de pOXA-48 dentro del paciente todas
las enterobacterias portadoras de pOXA-48 aisladas de pacientes en el hospital desde que
el pldsmido se identificé por primera vez en 2012. En concreto, incluimos 79
enterobacterias portadoras de pOXA-48 adicionales no incluidas en el proyecto R-GNOSIS
(Todas las cepas estan incluidas en Tabla Anexo 1, para mas informacion ver Tabla

Suplementaria 1 en Ledn-Sampedro, DelaFuente, Diaz-Agero et. al. 279).

8.1.3.2 Caracterizacion bacteriana

Las muestras se caracterizaron inicialmente como parte del protocolo de R-GNOSIS’2.
Brevemente, los hisopos se sembraron en medios de agar selectivo Chromo ID-ESBL y
cromogénico Chrom-CARB/OXA-48 (BioMérieux) y las colonias bacterianas capaces de
crecer en estos medios se identificaron mediante espectrometria de masas de
desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI-TOF, Bruker Daltonics). De cada
muestra se recuperd un aislado por especie identificada en agar cromogénico. La
produccion de OXA-48 se confirmd con la prueba KPC/MBL/OXA-48 Confirm Kit (Rosco
Diagnostica). Se utilizd el sistema automatizado MicroScan (Beckman Coulter) para las
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana y los resultados se interpretaron segun las
directrices de EUCAST (EUCAST breakpoint v.7.1). Ademads, los genes de resistencia
similares a blaoxa-ag se identificaron inicialmente mediante PCR multiplex. Los plasmidos
tipo pOXA-48 se detectaron mediante ensayos de PCR dirigidos al gen de iniciacién de la

replicacion repCy al gen blaoxaas utilizando cebadores descritos en las citas’32® y en Ia
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Tabla 1. Ambos conjuntos de cebadores amplificarian variantes de blaoxa-as, pero la
posterior secuenciacion del genoma confirmo que la variante blaoxa-4s estaba presente
en todos los casos. Todos los aislados con resultados positivos para esas PCR se
clasificaron como enterobacterias portadoras de pOXA-48 y sus genomas se

secuenciaron posteriormente.

8.1.3.3 Cultivo bacteriano, extraccién de DNA y secuenciacion

Todas las enterobacterias aisladas portadoras de pOXA-48, incluyendo las de R-GNOSIS y
las caracterizadas por el servicio de microbiologia del Hospital Universitario Ramoén y Cajal
(n=250, Tabla Anexo 1) se cultivaron en medio LB a 37 °C. El DNA gendémico de todas las
cepas se aislé utilizando el kit de purificacién de DNA gendémico Wizard (Promega),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La secuenciacion del genoma completo se llevo
a cabo en el Wellcome Trust Centre for Human Genetics (Oxford, Reino Unido), utilizando
la plataforma Illumina HiSeq4000 con lecturas de 125 pares de bases para todos los
aislados. En todos los casos, los datos de secuenciacidon presentaron una cobertura de
secuencia media superior a 100x a lo largo del genoma. Ademas, dos aislados de K.
pneumoniae (K8, portador de la variante plasmidica mas abundante en el hospital
durante este periodo y K165), y seis pldsmidos especificos similares a pOXA-48 (de K.
pneumoniae K2, K187, K236-1y K273; y de C. freundii CF12 y CF13, Tabla Anexo 1) fueron
secuenciados utilizando la plataforma de Pacific Biosciences (PacBio, The Norwegian
Sequencing Centre; plataforma PacBio RSII utilizando P5-C3). La tecnologia de lectura
larga de PacBio se utilizd en este subconjunto de muestras para generar ensamblajes
hibridos de plasmido/cromosoma para usar posteriormente en el analisis gendémico como
referencia. Los nimeros de acceso en GenBank para los plasmidos pOXA-48 nombrados

anteriormente son: MT441554 y MT989343-MT989349, respectivamente.
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8.1.3.4 Analisis filogenético

Se utilizé Mash?®® v.2.0 para determinar las distancias entre los genomas de K.
pneumoniae y E. coli utilizando las lecturas de lllumina sin procesar, para confirmar que
todos los genomas pertenecian a la misma especie (distancia mash<0.05). Estas
distancias gendmicas se agruparon en arboles con mashtree?® v.0.33. Las secuencias del
genoma central (genoma core en inglés, que incluye el conjunto de regiones genéticas
comunes presentes en todos los aislados) de los aislados de K. pneumoniae y E. coli
portadores de pOXA-48 se usaron para estudiar su diversidad y comprender la
distribucion de los diferentes clones entre los pacientes. Se utilizd la herramienta Snippy
v.2.5 para la caracterizacion de variantes y la funcion snippy-core para determinar el
genoma central para cada especie. Las secuencias del genoma utilizadas como referencia
fueron K. pneumoniae K8 y E. coli C728 (Tabla Anexo 1). Se utilizd Gubbins?®* para
detectar regiones recombinantes y eliminarlas de los alineamientos de la secuencia del
genoma completo de Snippy. Se utilizd IQ-TREE?®? para construir un arbol de maxima
verosimilitud a partir de los alineamientos. La cepa K25 (ST11) se excluyd del analisis
porqué los archivos fastg estaban truncados. Todos los arboles se visualizaron con la
herramienta iTOL??3. Los grupos externos utilizados para la construccion del drbol fueron:
para K. pneumoniae, K. quasipneumoniae K301 (Tabla Anexo 1), y para E. coli, E. coli
TW10509 (RefSeq GCF_000190995, seleccionado como grupo externo por quedar fuera
de la diversidad representada por los genomas de E. coli en este trabajo). Se utilizé Snippy
v.2.5 para establecer la secuencia del genoma central de las variantes del plasmido pOXA-
48 encontradas en la coleccidn. El ST de siete genes, para evaluar la clonalidad de los

294

aislados?®*, se determind en todas las muestras utilizando la herramienta mist de

tipificacién de secuencias multilocus (MLST).

8.1.3.5 Identificacién de rutas de transmisidn entre pacientes

Para rastrear las rutas de transmision de CRE entre pacientes se usd la herramienta
informatica SCOTTI?®>. SCOTTI es una herramienta bioinformatica que tiene en cuenta la

diversidad y la evolucion bacteriana dentro de los huéspedes, los huéspedes no
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muestreados, las infecciones multiples del mismo huésped y los eventos de transmision
directa e indirecta. SCOTTI se uso en los STs dominantes de K. pneumoniae y E. coli
(definidos como aquellos que tenian mas de cuatro aislados: K. pneumoniae ST11, ST15
y ST307; y E. coli ST10). SCOTTI combina datos epidemioldgicos y gendmicos: como datos
de entrada para SCOTTI, se utilizaron los alineamientos del genoma (eliminando las
regiones de recombinacion identificadas mediante Gubbins?°?), las fechas de ingreso y
alta de los pacientes (incluyendo informacion sobre reingresos), y la fecha de aislamiento
de cada bacteria portadora de pOXA-48. Para el andlisis de transmision entre pacientes
se usaron las muestras de R-GNOSIS, ya que eran las Unicas muestras de las que se
disponian todos los datos epidemiolégicos. Durante R-GNOSIS, se tomaron muestras de
los pacientes periddicamente, por lo que, en el caso de muchos pacientes, se recuperé
mas de un aislado en un corto periodo de tiempo, lo que aumenta el nivel de resolucion

de SCOTTI.

8.1.3.6 Identificacién de rutas de transmisién plasmidica intra-paciente

Para confirmar la transferencia de plasmidos dentro de los pacientes, estudiamos las
variantes especificas de pOXA-48 en los diferentes aislados. Las secuencias
pertenecientes al plasmido pOXA-48 se mapearon utilizando la secuencia completa de
uno de los plasmidos secuenciados por PacBio como referencia (de K. pneumoniae K8,
pPOXA-48 K8; Fig. 13), y las diferentes variantes y SNPs se identificaron utilizando Snippy
v.2.5. Se incluyeron las cepas aisladas durante R-GNOSIS y 79 enterobacterias portadoras
de pOXA-48 adicionales aisladas y caracterizadas por el servicio de microbiologia del
Hospital Universitario Ramon y Cajal. En primer lugar, se analizé el grado de variacion
genética en el plasmido entre los 250 clones bacterianos y se compararon las variantes
de pOXA-48 que compartian una regiéon comun (genoma central) de al menos 60 kb
(>90% de la secuencia completa, n=219, Fig. 12 y Fig. 13). Se investigaron los casos en los
gue una variante del plasmido que porta un SNP rastreable estd presente en diferentes
clones de diferentes especies. Definimos las variantes de plasmidos rastreables como
pequefios subgrupos de plasmidos pOXA-48 de la coleccion, con una estructura y tamafio

muy similares en comparacién con el pOXA-48 K8 de referencia (secuencia del plasmido
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central de mas de >90% de la secuencia del pldsmido de referencia), pero que presentan
uno o mas SNPs especificos y Unicos (portadores de SNPs reastreables; Fig. 12 y 13). La
alta calidad y cobertura de las secuencias gendmicas, permitio llevar a cabo este anélisis
e identificar SNPs de alta confianza en los plasmidos. Ademads, se confirmaron las
mutaciones de los cuatro SNPs rastreables utilizados para el rastreo de plasmidos
utilizando la secuenciacion de Sanger (Macrogen, Espafia). El plasmido cerrado pOXA-48
de C. freundii CF13 se utilizd como referencia para mostrar que no habia diferencias
detectables en las secuencias completas de los plasmidos similares a pOXA-48

transferidos entre los aislados encontrados en el paciente YUE.

8.1.3.7 Analisis de otros plasmidos pOXA-48 en la base de datos

Se comprobd si alguno de los SNPs usados para seguir la transmision dentro del paciente
(y nombrados como rastreables) habia sido descrito previamente en plasmidos similares
a pOXA-48. Para ello se descargaron todas las 275 secuencias presentes en la base de
datos el 10 de noviembre de 2020, presentando > 50% de identidad y cobertura. Se utilizo
Snippy v4.6.0 para identificar polimorfismos de secuencia usando como referencia pOXA-
48 K8 (MT441554). Las mutaciones 2, 3y 4 no se identificaron. La mutacién en la variante
plasmidica 1 (PV1, posicion 22.416 en la referencia) se encontrd en 139 secuencias. Sin
embargo, 115 secuencias tienen otros SNP junto al de la posicion 22.416 vy, por lo tanto,
representan diferentes variantes del plasmido. Los 24 plasmidos restantes son similares
a lavariante PV1, aunque 6 de ellos tienen tamafios distintos en comparacién con nuestra
referencia. Por tanto, 18 plasmidos son similares a la variante PV1 de nuestro estudio.
Los cdédigos Genbank esos plasmidos son: CP044032.1, LR025105.1, LR025098.1,
LRO25091.1, CP049954.1, (CP049951.1, (CP049948.1, (CP039962. 1, (CP039959.1,
CP039956.1, (CP039953.1, CP039950.1, CP039947.1, (CP039944.1, (CP039938.1,
LC545849.1, CP015075.2 y CP03994 1.1). Para la representacion del alineamiento de

distintas secuencias de pOXA-48 (Fig. 13 B) se utilizo Easyfig v2.12%.
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8.1.3.8 Ensayos de conjugacién en distintas condiciones

Se utilizaron tres medios distintos: LB y agar LB (Conda), caldo y agar MacConkey (Oxoid
y Difco, respectivamente), y sales minimas M9 (Difco) complementadas con 20 mM de
gluconato sddico (Sigma-Aldrich) y con 0,1% de hidrolizado de caseina (Difco). Para
facilitar la lectura, nos referimos a este medio como medio minimo de gluconato (MMG).
Ademas, el MMG se complementd con 1,5% de agar bacterioldgico europeo (Conda)
cuando se requeria MMG sdlido. Para las condiciones anaerdbicas, se utilizaron bolsas
comerciales de generacién de atmodsfera anaerdbica (GasPack EZ, BD). Se realizaron unos
ensayos de conjugacién iniciales para introducir las variantes del plasmido pOXA-48 en E.
coli J53%7 (un mutante de laboratorio de E. coli K-12 resistente al azida de sodio). Las
cepas clinicas portadoras de pOXA-48 (donantes) y E. coli J53 (receptora) se estriaron de
los viales congelados a -809C (de LB suplementados con 15% de glicerol) en un medio
solido de agar LB con seleccion de antibidticos (ertapenem 0,5 mg/l y azida de sodio 100
mg/l, respectivamente) y se incubaron durante la noche a 37 °C. Tres colonias donantes
y una colonia receptora se inocularon independientemente en 2 ml de LB en tubos de
cultivo de 15 ml y se incubaron durante 1,5 h a 37 °Cy 225 r.p.m. (Thermo Scientific™
MaxQ™ 8000). A continuacion, los cultivos del donante y de la receptora se recogieron
por centrifugaciéon (15 min, 1.500g) y las células se volvieron a suspender en cada tubo
con 300 ul de cloruro de sodio (NaCl) estéril al 0,9%. A continuacidn, las suspensiones se
mezclaron en proporciones 1:1, y se incubaron a 37 °C durante 1,5 horas en medio LB
solido. Los transconjugantes se seleccionaron mediante la estria de la mezcla de la
suspension después de la incubacion anterior. La estria se hizo en LB con ertapenem (0,5
mg/l) y azida de sodio (100 mg/l). Los transconjugantes se verificaron mediante la
amplificacion del gen blaoxa-as por PCR, como se ha descrito previamente'’® |, y las
variantes del plasmido se verificaron mediante secuenciacion Sanger (ver cebadores en
Tabla 1). Para los ensayos de conjugacion en condiciones isogénicas, las cinco cepas
diferentes de E. coli 153 portadoras de variantes del plasmido pOXA-48 actuaron como
donantes independientes, y una version de J53 resistente al cloranfenicol desarrollada en
nuestro laboratorio se utiliz6 como cepa receptora (J53/pBGC)?*®. Se inocularon
independientemente seis colonias de cada cepa donante y receptora en 2 ml de LB en

tubos de cultivo de 15 ml y se incubaron durante la noche a 37 °Cy 225 r.p.m. . Al dia
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siguiente, se utilizaron 50 pl de cada cultivo para inocular 5 ml de LB/MacConkey/MMG
en tubos de cultivo de 50 ml. Tras 3,5 h de incubacién a 37 °Cy 225 r.p.m. (sin agitacion
en condiciones anaerdbicas), se recogieron los pellets por centrifugacion (15 minutos,
1.500 g) y se volvieron a suspender las células en cada tubo con NaCl al 0,9%. A
continuacién, se mezclaron 50 pul de las suspensiones del donante y del receptor en una
proporcién de 1:1y se sembraron en un filtro de nitrocelulosa estéril de 0,45 um (Dorsan)
en paralelo en los medios de agar LB/MacConkey/MMG vy se incubaron a 37 °C durante
1-2 horas. Simultaneamente, se sembraron diluciones seriadas de cada mezcla de
conjugacion en agar seleccionando donantes, receptores y transconjugantes como
controles (carbenicilina 100 mg/l, cloranfenicol 50 mg/l y una combinacion de ambos,
respectivamente). Tras 1 hora de incubacién a 37 °C, el contenido del filtro se suspendio
en 2 ml de NaCl estéril al 0,9%, se diluyd seriadamente y se sembré en agar selectivo para
donantes, receptores y transconjugantes. Las tasas de conjugacion se determinaron

utilizando el método de end point?%.

8.1.3.9 Andlisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron en R V.3.4.2. Para cada caso se comprobd la
homocedasticidad y la normalidad de los datos para cada conjunto de datos y se realizé
la prueba de Shapiro-Wilk, la prueba de Levene y la prueba de Bartlett. Luego, segun la
distribucion de cada grupo de datos, se realizaron pruebas paramétricas y no

paramétricas (véase en la seccion de resultados para cada prueba).

8.1.4 Resultados especificos del capitulo |

8.1.4.1 Pacientes hospitalizados colonizados por CRE portadoras de pOXA-48

Durante el proyecto R-GNOSIS, se tomaron muestras periodicas para detectar la
presencia de enterobacterias productoras de B-lactamasas de espectro extendido y
carbapenemasas en el microbioma intestinal de pacientes hospitalizados (ver secciones

8.1.3.1 y 8.1.3.2). El estudio incluyd a pacientes ingresados en los servicios de
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gastroenterologia, neumologia, neurocirugia y urologia. Los detalles completos del
estudio R-GNOSIS en el hospital, incluyendo la poblacion de estudio vy la caracterizaciéon
inicial de las CRE, han sido publicados previamente por Herndndez-Garcia et al. (ver
citas’>?%%). Brevemente, desde marzo de 2014 hasta marzo de 2016, se recogieron
28.089 hisopos rectales de 9.275 pacientes, y se aislaron y caracterizaron 171 cepas de
enterobacterias portadoras de plasmidos tipo pOXA-48 de 97 pacientes. Ademas, para
ampliar la coleccion complementamos con mas enterobacterias aisladas por el servicio
de microbiologia (n=79, ver secciones 8.1.3.1). En consonancia con informes
anteriores®®, K. pneumoniae fue la especie portadora de pOXA-48 mas frecuente (n=139,
Fig. 8). Sin embargo, se detecté pOXA-48 en otras diez especies de enterobacterias,
siendo E. coli la segunda especie portadora mas frecuente (n=67, Fig. 9). Ademas, en
varios pacientes portadores de pOXA-48 (36 de 135), se detectd la presencia de mas de
una especie portadora del plasmido, lo que sugiere eventos de transferencia del plasmido

dentro del paciente.

Clasificacién (Género/especie)
[ citrobacter amalonaticus n=1
251 W Ccitrobacter freundii n=5

23 ] Citrobacter koseri n=2 I
224 Enterobacter aerogenes n=4

211 Enterobacter cloacae n=11

?8 ) Escherichia coli n=67

18 4 Klebsiella oxytoca n=6

174 . Klebsiella pneumoniae n=139
Klebsiella quasipneumoniae n=2
14 B «iebsiella variicola n=6
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FiIGURA 8. Distribucién en el tiempo de los aislados de Enterobacterias portadoras de
plasmidos pOXA-48 procedentes de pacientes hospitalizados.

Los aislados corresponden al periodo de R-GNOSIS complementados con los aislados de
Enterobacterias aisladas en el servicio del hospital (ver secciones 8.1.3.1 y 8.1.3.2). El
color indica la especie y el nimero especifico de cada aislado se indica en el eje y en Ia
leyenda. Figura modificada de Leén-Sampedro, DelaFuente, Diaz-Agero et. al. 2021%7°,
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A continuacién, analizamos el parentesco genético de los aislados provenientes de R-
GNOSIS, centrandonos en las dos especies predominantes: K. pneumoniae y E. coli.
Reconstruimos la filogenia del genoma central basandonos en cada especie y en cada
grupo clonal, definido por cada ST?%* (Fig. 9 A-B). En el caso de K. pneumoniae (n=103), la
mayoria de los aislados pertenecian a unos pocos ST de alto riesgo: ST11 (n=65), ST307
(n=17) o ST15 (n=9). Por el contrario, E. coli (n=45) mostrd una estructura mas diversa,
con mas de tres aislados identificados sdlo para un ST, el ST10 (n=11). Ademas,
detectamos que muchos aislados de K. pneumoniae pertenecian a ST presentes en mas
de un paciente, mientras que la mitad de los aislados de E. coli solo estaban presentes en
un mismo paciente (Fig. 9 C). Esto sugiere que un numero limitado de clones de K.
pneumoniae son los responsables de la transmisidn entre pacientes. No obstante, parece
que ciertos clones de E. coli también podrian ser los responsables de eventos esporadicos

de transferencia.

8.1.4.2 Transferencia entre pacientes de clones portadores de pOXA-48

Los datos del andlisis filogenético sugieren que los principales responsables de la
transferencia de la resistencia entre pacientes son clones especificos de K. pneumoniae.
Basandonos en esa hipdtesis, investigamos las rutas de diseminacion de los clones
portadores de pOXA-48 integrando los datos epidemioldgicos y gendmicos utilizando
SCOTTI?® (ver seccién 8.1.3.5). SCOTTI es una herramienta bioinformdatica que tiene en
cuenta la diversidad y la evolucion bacteriana dentro de los huéspedes, los huéspedes no
muestreados, las infecciones multiples del mismo huésped y los eventos de transmision
directa e indirecta. Analizamos la propagacion de los ST dominantes de K. pneumoniae y
E. coli dentro de los cuatro servicios estudiados y entre ellos. Los datos de SCOTTI revelan
qgue los clones pertenecientes a K. pneumoniae ST11 fueron los responsables de la
mayoria de los supuestos eventos de transmision entre pacientes en todos los servicios
e incluso entre ellos, siendo neurocirugia el servicio con mayor frecuencia y probabilidad
de transmision de ST11 (Fig. 10). Ademas, SCOTTI también predijo eventos de transmision
mediados por otros tres clones portadores de pOXA-48. Dos eventos de transmision se
atribuyeron a K. pneumoniae ST307 en el servicio de neumologia y tres mas a K.
pneumoniae ST15: dos en el servicio de gastroenterologia y otro entre gastroenterologia

y el servicio de urologia. En consonancia con los resultados gendmicos (Fig. 9), SCOTTI
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también atribuyd dos eventos de transferencia entre pacientes a E. coli ST10, uno en el
servicio de gastroenterologia y otro entre los servicios de gastroenterologia y urologia

(Fig. 10).
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FIGURA 9. Analisis filogenético de aislados portadores de pOXA-48 en R-GNOSIS.

Pertenecientes a: A) K. pneumoniae (n=103) y B) E. coli (n=45). C) Frecuencia de pacientes
colonizados por E. coli (EC) o K. pneumoniae (KPN) presentes en mas de un paciente.
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La construccion del arbol filogenético se basa en los polimorfismos del genoma central.
La escala equivale a SNPs por sitio. Las columnas a la derecha del drbol indican el cédigo
del paciente, el ST y el servicio donde se recuperd el aislado (cédigo de color en la
leyenda). Los recuadros con sombreado de color indican aislados del mismo ST de
multiples pacientes en el hospital. El asterisco indica significancia estadistica en el test
Chi-cuadrado, Xsq=19,167, df=1, P<0,001. Figura modificada de Ledn-Sampedro,
DelaFuente, Diaz-Agero et. al. 202127°.

Neurocirugia Gastroenterologia
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FIGURA 10. Reconstruccién de la transferencia entre pacientes de enterobacterias
portadoras de pOXA-48.

Las flechas representan los eventos de transferencia entre pacientes atribuidos por
SCOTTI que implican clones de enterobacterias portadoras de pOXA-48 en el hospital. Los
paneles individuales representan la distribucion de pacientes colonizados por
enterobacterias portadoras de pOXA-48 en los distintos servicios del hospital. Cada fila
representa un paciente individual, y los segmentos grises representan la duracién de la
estancia (desde el ingreso hasta el alta). El color de la linea indica el clon responsable del
evento de transmision, y el grosor de la linea representa la probabilidad de la transmision
atribuida por SCOTTI. En la leyenda se usa: Kpn para K. pneumoniae y Eco para E. coli. Los
nuimeros a la derecha de las puntas de flecha indican el nimero de SNPs que diferencian
el genoma central del par de clones implicados en el supuesto evento de transmision.
Noétese que los eventos de transmision predichos por SCOTTI no son necesariamente
eventos de transmision directa entre pacientes; también pueden ser eventos de
transmision indirecta, incluyendo pacientes colonizados intermedios no observados y no
muestreados o reservorios ambientales en el hospital. Figura modificada de Ledn-
Sampedro, DelaFuente, Diaz-Agero et. al.?’°.
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Ala luz de estos resultados, investigamos la epidemiologia de K. pneumoniae ST11/pOXA-
48 en el servicio de neurocirugia con mas detalle, observando la distribucion espacio-
temporal de los pacientes colonizados. El servicio de neurocirugia incluye 10
habitaciones. De los 16 pacientes colonizados, 6 tuvieron estancias superpuestas en la
misma habitacidn, lo que sugiere que esta habitacion actué como un punto caliente para

la colonizacién y transmision de K. pneumoniae ST11/pOXA-48 (Fig. 11).
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FIGURA 11. Distribucidn espacio-temporal de los pacientes colonizados por K.
pneumoniae ST11/pOXA-48 en la sala de neurocirugia.

Cada fila representa un paciente y los segmentos de color representan la duracién de la
estancia en el hospital (desde el ingreso hasta el alta). Los colores de los segmentos
representan las diferentes salas dentro del servicio (véase la leyenda). Las flechas
representan los eventos de transmision previstos por SCOTTI. El grosor de la linea
representa la probabilidad de la transmision predicha por SCOTTI. El ndmero a la derecha
de la punta de la flecha indica el nimero de SNPs entre el genoma central del par de
clones involucrados en el evento de transmisién putativo. Nétese que 6 de los 16
pacientes compartieron la habitacion F en estancias superpuestas. Figura modificada de
Leén-Sampedro, DelaFuente, Diaz-Agero et. al. 2021%7°.

8.1.4.3 Analisis gendmico de distintas variantes del plasmido pOXA-48

La colonizacidn de pacientes por dos especies portadoras de plasmidos sugiere eventos
de HGT de pOXA-48 dentro del intestino de los pacientes. Sin embargo, existe la
posibilidad de que esta observacion sea el resultado de eventos de colonizacion

independientes que involucren a diferentes clones portadores de plasmidos. Para
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distinguir entre estas posibilidades, analizamos la secuencia genética de todos los
plasmidos pOXA-48 de todos los aislados con el objetivo de utilizar huellas (o firmas)
genéticas especificas del plasmido que nos permitieran trazar la hipotética transferencia
del plasmido dentro del paciente. Para aumentar la resolucién de este analisis,
enriquecimos la coleccion R-GNOSIS recuperando y secuenciando los genomas
completos de todas las enterobacterias portadoras de pOXA-48 aisladas de pacientes en
nuestro hospital desde que se informd por primera vez del pldsmido en 2012 (ver seccion
8.1.3.1). En total, determinamos las secuencias de 250 aislados (Fig. 8) mediante
secuenciacion de lectura corta de lllumina. Ademas, se complementaron estos datos con
la secuenciaron de dos genomas y seis plasmidos (pOXA-48) mediante secuenciacién de
lectura larga para permitir el ensamblaje hibrido.

Los resultados mostraron que la secuencia de pOXA-48 estd muy conservada (Fig. 12). La
secuencia central del plasmido abarca mas de 60 kilobases (Kb) (>90% de la secuencia del
plasmido) en 219 de las 250 cepas (ver Tabla Anexo 1). El andlisis del genoma central
entre estos 219 plasmidos pOXA-48 reveld una secuencia idéntica en el 80% de ellos. En
el 20% restante, detectamos un total de 21 polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), y
cada plasmido presentaba 1 o 2 SNP en comparacién con la variante mas comun de la
coleccion (denominada pOXA-48 K8, Fig. 12 y 13). Dada la baja variabilidad de la
secuencia del plasmido, no pudimos rastrear la transmisién del plasmido usando las
mismas herramientas utilizadas para la transmisién bacteriana. En lugar de ello,
rastreamos la transferencia del plasmido utilizando las variantes del plasmido que llevan
SNPs especificos de la region central como huellas genéticas rastreables (Fig. 12). Nos
centramos en los casos en los que la misma variante del plasmido estaba presente en
aislados pertenecientes a diferentes especies. Consideramos que el aislamiento de
diferentes especies bacterianas portadoras de la misma variante plasmidica dentro del
mismo paciente podria ser un indicador de la transferencia plasmidica dentro del
paciente. Encontramos cuatro ejemplos en los que la misma variante del plasmido estaba
presente en diferentes especies bacterianas (Fig. 12). Los SNPs en estas cuatro variantes
del plasmido estaban localizados en xerD, en traCy en dos genes que codifican proteinas
hipotéticas (Fig. 13). En los cuatro ejemplos, se aislaron diferentes especies portadoras
de la misma variante plasmidica del mismo paciente (Fig. 12 B). Por ejemplo, la variante

3 del plasmido se detectd en seis aislamientos bacterianos pertenecientes a cuatro clones
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(uno de K. quasipneumoniae, uno de E. coli y dos de C. freundii), y todos ellos se
recuperaron de un unico paciente del hospital (cédigo de paciente YUE). Lo mas
destacable es que las probabilidades de colonizacién independiente del paciente con los
diferentes clones bacterianos portadores de estas variantes rastreables de plasmidos son
extremadamente bajas (variante 1, 1,78x10°®; variante 2, 1,02x10°3; variante 3, 5,63x10°
’: variante 4, 2,06x107), lo que soporta la hipdtesis de los eventos de transferencia de
plasmidos dentro del paciente.

A continuacién, examinamos la base de datos del NCBI en busca de plasmidos similares a
pPOXA-48. Buscamos si las mutaciones especificas usadas para rastrear los eventos de HGT
estaban presentes en otras variantes de plasmidos aisladas en otros entornos. En una
busqueda realizada el 10 de noviembre de 2020, encontramos 275 plasmidos con >50%
de identidad y cobertura al comparar su secuencia con la de referencia (variante mas
comun, pOXA-48 K8, Fig. 13). Las mutaciones especificas de la variante plasmidica 2
(posicion en la referencia = 26.610 bp), la variante plasmidica 3 (posicion en la referencia
= 40.996 bp) y la variante plasmidica 4 (posicion en la referencia = 50.468) no se
encontraron entre las 275 secuencias. No obstante, la variante 1 no fue exclusiva de
nuestra colecciéon ya que la identificamos en 18 plasmidos de la base de datos (ver seccién
8.1.3.7). Sin embargo, solo 8 de los plasmidos pOXA-48-like aislados en nuestro hospital
presentaban este perfil, por lo que consideramos que es una firma genética fiable para
rastrear la transferencia de plasmidos dentro de los pacientes del Hospital Universitario

Ramon y Cajal.
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FIGURA 12. Transferencia intra-paciente de pOXA-48.

A) Dendrograma construido a partir de los polimorfismos presentes en la region de
genoma central de pOXA-48. El circulo mas interno indica nombres de los aislados, el
segundo circulo indica el género de los aislados portadores del plasmido segun el cédigo
de colores de la leyenda, y los circulos restantes indican la presencia de cada SNP del
pldsmido. Los recuadros de color indican las cuatro variantes del plasmido pOXA-48
(Variantes de 1-4) que portan SNP presentes en clones de diferentes especies y que se
han utilizado como huellas genéticas rastreables. B) Representacion de los pacientes
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colonizados por clones que portan variantes rastreables del plasmido. Los pacientes estan
etiquetados con su el cédigo de paciente de tres letras. Los circulos representan clones
aislados del paciente, con el color de relleno indicando la especie bacteriana (ver
leyenda), y la posicién del circulo indicando la fecha de aislamiento. Se indica el nombre
y el ST de cada aislado. Los circulos en la misma fila indican diferentes aislamientos del
mismo clon; el nimero dentro del segundo circulo indica el nimero de SNPs acumulados
en el genoma central bacteriano en relacion con el primer aislamiento. Todos los
aislamientos de cada paciente llevaban la misma mutacién plasmidica rastreable, que se
indica en la figura (variante y el nimero). Notese que en el paciente WIX, el pldsmido
POXA-48 llevaba el intron [trA del grupo Il en el aislamiento N22, pero no en el N11.
Curiosamente, en N11 /trA esta localizado en un plasmido distinto, lo que sugiere que ItrA
puede escindirse/insertarse facilmente entre localizaciones genémicas, lo que impide su

uso como firma genética estable del plasmido. Figura modificada de Ledn-Sampedro,
DelaFuente, Diaz-Agero et. al. 202127°.
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FIGURA 13. Plasmido pOXA-48.

A) Representacion esquematica del plasmido pOXA-48 K8 (numero de acceso GenBank
MT441554). Los marcos de lectura de los genes se muestran con flechas, con la direccién

72



de la transcripcion indicada por la punta de la flecha. Los colores de las flechas indican la
clasificacion funcional del gen (véase la leyenda). El gen blaoxa-as se indica en rosa. El
Tn1999.2 estd resaltado en un fondo amarillo. Se indican las repeticiones directas que
flanquean el Tn1999.2 (CGTTCAGCA). pOXA-48 K8 lleva un intron del grupo Il (indicado
por [trA) aguas abajo del gen pemK. Este intréon también se ha detectado en otros
pldsmidos similares a pOXA-48, como pOXA48-L1212%°. Las posiciones de los SNPs
detectados en las variantes de pOXA-48 que se utilizaron para rastrear la transferencia
dentro del paciente se indican con tridngulos (verde para los SNPs sinédnimos y rojo para
los no sindnimos, utilizando pOXA-48 K8 como referencia). Se indica la posicidon de los
nucledtidos mutados en el plasmido, asi como los cambios aminoacidos para las
mutaciones no sindnimas en las proteinas. El circulo interior de color purpura muestra el
genoma central de las variantes de pOXA-48 que compartian al menos 60 kb (>90% de la
secuencia completa, n=219), que se utilizaron para investigar la transferencia del
plasmido dentro del paciente (Fig. 12). Los numeros en el circulo interior indican la
ultima/primera posicion nucleotidica de las regiones incluidas en la secuencia central,
utilizando pOXA-48 K8 como referencia. B) Comparacién de las secuencias de los
plasmidos pOXA-48 de la base de datos. En comparacién con el pOXA-48 original'’3,
pPOXA-48 K8 lleva la parte central de Tn1999 invertida, con una copia de IS1 insertada en
IS1999, aguas arriba del gen blaoxa-as (denominada Tn1999.2%7). Ademas, pOXA-48_ K8
lleva una copia adicional de IS1 cerca del gen korC, que también se encuentra en el
plasmido pRA35%>. Figura modificada de Ledn-Sampedro, DelaFuente, Diaz-Agero et. al.
2021%7°,

8.1.4.4 Altas tasas de conjugacién in vitro de pOXA-48

A pesar de las limitaciones impuestas por la sensibilidad y la frecuencia del método de
muestreo, se pudieron identificar cuatro variantes rastreables de pOXA-48 que
demostraron una capacidad de HGT elevada dentro de los pacientes. Estas variantes
presentan SNPs en los genes xerD, traCy en dos genes que codifican proteinas hipotéticas
(Fig. 13 A, Tabla Anexo 1 y Tabla Anexo 2). Sin embargo, los SNP especificos utilizados
como marcas rastreables podrian estar afectando la capacidad de conjugacién del
plasmido, lo que dificultaria la generalizacion de los resultados con estas variantes a la
variante pOXA-48 mas comun. De hecho, el SNP presente en la variante 4 del plasmido
produce una mutacién no sindnima en traC, que es un gen que podria afectar el proceso
conjugativo3®. Para descartar esta posibilidad, medimos experimentalmente las tasas de
conjugacion de la variante mas comun de pOXA-48 (pOXA-48 K8), y de las cuatro
variantes rastreables, introduciendo los plasmidos independientemente en la cepa E. coli
J53 y determinando la tasa de conjugacién de cada variante en este fondo isogénico (Fig.
14 y seccion 8.1.3.8). Realizamos ensayos de conjugacion en tres medios de agar

distintos: (1) el medio comun de laboratorio caldo de lisogenia (LB), (2) MacConkey, que
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contiene sales biliares, una de las principales presiones selectivas en el entorno
intestinal®®!, y (3) el medio minimo M9 suplementado con gluconato (MMG), que es una
fuente de carbono abundante en el intestino3%?. Ademds, para asemejarse mas al entorno
intestinal, realizamos los experimentos en condiciones aerdbicas y anaerdbicas (Fig. 14).
Informes anteriores han demostrado que el plasmido pOXA-48 presenta altas tasas de
conjugaciont®293.282y “en |inea con estos resultados, la capacidad de conjugacion in vitro
de pOXA-48 K8 en nuestros experimentos fue alta (Fig. 14). Aunque las tasas de
conjugacion diferian entre los medios de cultivo (ANOVA, efecto del medio; F=43,6,
d.f.=2, P<0,001) y la disponibilidad de oxigeno (ANOVA, efecto del oxigeno; F=356,1, d.f.
=1, P<0,001), no variaban significativamente entre la variante mas frecuente y las
variantes del pldsmido que llevan SNPs rastreables en las condiciones probadas (ANOVA,
efecto de la variante del plasmido; F=1,2, d.f.=4, P=0,306). Estos resultados muestran que
la variante comun de pOXA-48 tiene una capacidad de conjugacién similar a la de las
variantes rastreables, sugiriendo que la HGT de pOXA-48 en el microbioma intestinal es

probablemente la norma en los pacientes colonizados.
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FIGURA 14. Tasa de conjugacién de pOXA-48 en distintas condiciones.

Tasas de conjugacion de la variante mas comun de pOXA-48 en el hospital (pOXA-48 K8,
aislada en la cepa K8) y de las cuatro variantes utilizadas para rastrear la transferencia de
plasmidos dentro de los pacientes (n=6 por genotipo). Los experimentos de conjugacién
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se realizaron en tres medios de agar diferentes: LB, MacConkey y MMG, y en condiciones
tanto aerdbicas como anaerdbicas. Los numeros de las variantes del plasmido
corresponden a los indicados en las Fig. 12 y 13. Las lineas horizontales dentro de los
recuadros indican los valores de la mediana, las bisagras superiores e inferiores
corresponden a los percentiles 25 y 75, y los bigotes se extienden a las observaciones
dentro de 1,5 del rango intercuartilico. Figura modificada de Ledn-Sampedro,
DelaFuente, Diaz-Agero et. al. 202127°.

8.2 Capitulo Il: Evolucion in vivo e intra-paciente de la resistencia a

antimicrobianos mediada por el plasmido pOXA-48

El segundo capitulo de esta tesis forma parte de un trabajo publicado en la revista Nature

Ecology and Evolution?’* del cual soy el Unico primer autor y autor de correspondencia.

8.2.1 Resumen del capitulo Il

La resistencia a los antimicrobianos (AMR) en las bacterias es una importante amenaza
para la salud publica, y uno de los elementos clave en la propagacién y evolucién de la
AMR en los patdgenos clinicos es la transferencia de plasmidos conjugativos. Los factores
que impulsan la evolucién de la AMR se han estudiado in vitro, pero el estudio de la
evolucién de la AMR mediada por plasmidos in vivo sigue sin explorarse. En este segundo
capitulo, hemos seguido la evolucién del plasmido pOXA-48, un plasmido de relevancia
clinica y que confiere resistencia a los antibioticos carbapenémicos. Para estudiar la
evolucion del plasmido hemos usado una coleccion de clones de enterobacterias aisladas
del intestino de pacientes hospitalizados. Combinando datos gendmicos vy
experimentales, primero caracterizamos la diversidad del pldsmido y los efectos
genotipicos y fenotipicos de multiples mutaciones del plasmido usando un ambiente
genético comun. A continuacién, utilizando edicién gendmica en las cepas de
enterobacterias aisladas de los pacientes, diseccionamos tres casos de evolucion intra-
paciente de la AMR mediada por pOXA-48. Los datos revelan que la evolucion de la AMR
mediada por pOXA-48 in vivo presenta una relacion de equilibro entre los niveles de
resistencia y el fitness bacteriano. Ademads, capturamos eventos de evolucion

compensatoria del coste en el fitness bacteriano asociado a plasmidos, asi como la
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evolucion de la AMR mediada por pOXA-48 en bacterias que evolucionan dentro del

intestino de pacientes hospitalizados.

8.2.2 Introduccion del capitulo Il

La resistencia a los antimicrobianos en las bacterias se ha convertido en una importante
amenaza mundial para la salud publica®’”?. La AMR es especialmente preocupante en
ambientes clinicos, donde las infecciones nosocomiales aumentan las tasas de mortalidad
entre los pacientes hospitalizados y elevan los costes asociados al control y la gestién de
las infecciones?’®. El microbioma intestinal de los pacientes es uno de los focos mas
importantes de diseminacién y evolucion de la AMR3%, Un elemento crucial en este
proceso es la transferencia de plasmidos conjugativos, moléculas circulares de DNA que
se replican independientemente del cromosoma bacteriano y pueden transferirse

horizontalmente entre bacterias®.

En los ultimos aflos, numerosos estudios han caracterizado la evolucién de la AMR
mediada por plasmidos, ampliando la comprensién de como los plasmidos con genes
AMR se transfieren y evolucionan en las poblaciones bacterianas. Los plasmidos con
genes AMR permiten a las bacterias sobrevivir en presencia de antibiéticos vy, a la vez, la
resistencia mediada por plasmidos puede evolucionar a través de cambios en el nimero
de copias del plasmido (PCN)*304395 mutaciones o duplicaciones de genes AMR
codificados en plasmidos3%®3%” o mediante interacciones con mutaciones
cromosémicas3®®. Sin embargo, en ausencia de antibidticos, las alteraciones fisioldgicas
inducidas por los plasmidos conducen con frecuencia a una reduccion de la velocidad de
duplicacion de las células con plasmido en comparacién con las mismas en ausencia de
plasmido, un fenémeno conocido como coste en el fitness bacteriano producido por el
pldsmido3®’. Este coste puede mitigarse con el tiempo mediante mutaciones

220,240,255 - Estudios anteriores han

compensatorias en el plasmido o el cromosoma
demostrado que los costes asociados a los plasmidos con genes AMR se derivan
principalmente de la expresién de genes de resistencia?®33%°311 Esta idea sugiere que las

bacterias portadoras de pldasmidos AMR probablemente experimentan un conflicto entre
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los niveles de resistencia a antibidticos y el fitness bacteriano3'#3*3. No obstante, a pesar
de la importancia de estos estudios anteriores, la comprensién actual de la evolucion de
la resistencia mediada por plasmidos se deriva casi por completo de experimentos muy
controlados realizados in vitro. La falta de acceso a colecciones bacterianas de origen
clinico, junto con la dificultad de realizar manipulaciones genéticas con aislados
bacterianos silvestres y multirresistentes, ha impedido el estudio de la evolucion de los
mecanismos de AMR mediada por plasmidos en escenarios reales y clinicamente

relevantes.

En este capitulo, hemos seguido la evolucién de la AMR mediada por plasmidos en el
microbioma intestinal de pacientes hospitalizados. Para hacerlo, nos centramos en los
pldasmidos pOXA-48, que constituyen uno de los grupos de plasmidos mas relevantes en
los entornos clinicos de Europa'®”?’>. Los plasmidos pOXA-48 se encuentran en las
enterobacterias, dando lugar a las enterobacterias resistentes a los antibidticos
carbapenémicos (CRE), que recientemente se ha informado que son la amenaza de
resistencia de mas rapido crecimiento en Europa“®. Utilizamos una coleccion previamente
caracterizada de 224 enterobacterias CRE portadoras de pOXA-48 aisladas durante un
periodo de dos afios de mas de 9.000 pacientes hospitalizados en el Hospital Universitario
Ramodn y Cajal de Madrid, Espaiia. Estudiamos multiples variantes de pOXA-48 con
distintas mutaciones y dilucidamos la evolucién de asociaciones especificas entre pOXA-
48 y enterobacterias salvajes en el microbioma intestinal de tres pacientes. Nuestros
resultados revelan que la evolucién in vivo de la resistencia mediada por pOXA-48 esta
determinada por la interaccién entre la AMR y los costes de fitness inducidos por el

plasmido.

8.2.3 Métodos del capitulo Il

8.2.3.1 Cepas bacterianasy condiciones de cultivo

Las muestras incluidas en este estudio se recuperaron del proyecto R-GNOSIS
previamente descrito (ver secciones 8.1.3.1 y 8.1.3.2 del capitulo 1). Todos los

experimentos se llevaron a cabo en caldo de lisogenia Lennox (LB) que fue, cuando se
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indica, suplementado con 15 g/l de agar (CONDA, Espafia). Para la determinacion de la
concentracion que inhibe el 90% del crecimiento (IC90) se utilizé el caldo Mueller Hinton
Il (Oxoid) y los resultados fueron comparables a los obtenidos en LB. En este estudio se
utilizaron amoxicilina+acido clavulanico (Sandoz, Espafia), meropenem (Aurovitas,
Espafia), kanamicina, ertapenem, cloranfenicol, apramicina, estreptomicina, azida de

sodio y carbenicilina (Merck, Espafia).

8.2.3.2 Construccion de plasmidos sintéticos

En las tablas 1y 2, puede verse el listado de cebadores y plasmidos sintéticos utilizados
en este estudio. Se utilizaron dos variantes del plasmido pLC10: pLC10-Apray pLC10-Kana
(Fig. 15 A). Ambos plasmidos se diferencian uUnicamente en el gen de resistencia
(resistencia a apramicina y a kanamicina respectivamente). El plasmido pLC10-Apra se
construyd intercambiando el gen aph(3')-la (resistencia a la kanamicina) con el gen
aac(3)-1V procedente de pMDIAI, mediante la técnica de Gibson (New England Biolabs,
Reino Unido) siguiendo las sugerencias del fabricante (ver condiciones en Tabla 1). Los
plasmidos pLC10-Kan/pLC10-Apra llevan el gen cas9 de Streptococcus pyogenes bajo el
control de un promotor Ptet inducible por anhidrotetraciclina (aTc), clonado en un
esqueleto de plasmido pSC101 termosensible con un RNA guia bajo el control de un
promotor Ptrc derivado de pCas37 (plasmido Addgene #62225). El RNA de guia Unica
(sgRNA) dirigido al gen pemK de pOXA-48 (secuencia de 5" GTTGTGCCCGTGACCAGCGG
3’, ver cebadores en Tabla 1) se introdujo en pLC10-Kan mediante ensamblaje Golden
Gate?®® (New England Biolabs, Reino Unido). Para hacerlo se realiza una fosforilaciéon de
los cebadores con los sgRNA (ver Tabla 1) a clonar (15 pl de 10 uM de cada cebador, 14
ul de H,0, 1 ul de T4 PNK y 5 ul de solucion tampdn para la ligasa. Incubada 30 minutos
a 372C). Seguido de una hibridacion de cebadores (afiadiendo a lo anterior 2.5 pl de NaCl
1M). Para acabar, se clonaron los sgRNA mezclando 2 ul de la extraccion plasmidica de
pLC10, 2 ul de los cebadores hibridados anteriormente, 1 pul de tampon CutSmart, 1 pl de
enzima Bsal-HF, 1 ul de ATP a 1 mM, 1 ul de ligasa y 2 pl de H,0. La mezcla se incubd
durante 25 ciclos de 3 minutos a 379C y 4 minutos a 169C. Se acabd con un ciclo de 5

minutos a 502C y 5 minutos a 802C. Para construir el plasmido pBGA (Fig. 15 B) se utilizé
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el plasmido pBGC?>® como fondo genético. Se sustituyd el gen cat del plasmido pBGC (que
confiere resistencia al cloranfenicol) con el gen aac(3)-1V (resistencia a la apramicina)
presente en el pladsmido pMDIAI?’2. El intercambio se hizo mediante la metodologia de
Gibson (New England Biolabs, Reino Unido) siguiendo las recomendaciones del fabricante

(ver condiciones en Tabla 1).

gen AMR
(kana o apra)

6.000

tetR

FIGURA 15. Representacion de los plasmidos sintéticos utilizados en este estudio.

A) El pldasmido pLC10 utilizado para curar plasmidos mediante el sistema CRISPR-Cas9.
Notese que existen dos variantes de pLC10: pLC10-Apra con el gen de resistencia a
apramicina (aac(3)-1V) y pLC10-Kan, con el gen de resistencia a kanamicina (aph(3')-la).
B) El pldsmido pBGA, construido a partir del pBGC?°%, el cual solo difiere por el marcador
de resistencia (apramicina y cloranfenicol respectivamente).

8.2.3.3 Extraccion de DNA gendmico y secuenciacion

El DNA gendmico se extrajo mediante el kit de purificacion de DNA gendmico Wizard
(Promega). Los datos de secuenciacion de lectura corta de las cepas clinicas se obtuvieron

de los resultados del capitulo | y pueden verse en mas detalle en?72270

y en el BioProject
PRINA626430. Ademas, los transconjugantes/transformantes de E. coli J53 y las cepas
implicadas en la evolucién de pOXA-48 dentro del paciente (que son K163, K165, C288,
C289, K153 y K229 ver Tabla Anexo 2) se secuenciaron en el Microbial Genome
Sequencing Center (MIGS, PA, EE.UU.) utilizando la plataforma NextSeq 2000

(cobertura>100x). La secuenciacién de lectura larga (MinlON) se realizé en el MIGS para

las cepas implicadas en el pOXA-48 dentro del paciente (cobertura>100x). Los datos de
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secuenciacion estan disponibles en el BioProject PRINA838107. Se utilizd TrimGalore
v0.6.4 vy Filtlong v0.2.1 para el procesamiento de las lecturas, utilizando un umbral de

calidad de 20 y eliminando los adaptadores y las lecturas <50 pb.

8.2.3.4 Ensamblaje y analisis de las variantes de pOXA-48

Se usaron los genomas ensamblados de R-GNOSIS, ademads de aquellos aislados por el
servicio de microbiologia del Hospital Universitario Ramoén y Cajal (ver capitulo I). Se
utilizd pOXA-48 K8 (MT441554) como referencia en el andlisis de variantes utilizando
Snippy v4.6.0y se seleccionaron los plasmidos que compartian el 72% del genoma central
de pOXA-48 (n=224). A continuacién, se descartaron las variantes de nucleétidos en las
zonas 48.500-48.853 y 14.883-16.638. Las mutaciones en 48.500-48.853 se descartaron
porqgue fueron identificadas como falsos positivos por secuenciacién Sanger (Macrogen,
Espafia). Probablemente estos errores son el resultado de errores en el ensamblaje
(datos de Illlumina) ya que esta zona contiene repeticiones largas de nucledtidos. Entre
14.883-16.638 pOXA-48 contiene un intréon del grupo 1l (/trA). La secuencia de [trA se

contrasto3™4

con los ensamblajes de cada cepa para confirmar su presencia/ausencia en
cada PV (BLASTNn3* v2.11). Las diferencias de identidad en la secuencia de /trA no se
tuvieron en cuenta para las variantes plasmidicas (PV). No se detectaron inserciones en
los ensamblajes hibridos y las inserciones no fueron evaluadas en las cepas secuenciadas
so6lo con tecnologia lllumina. Sin embargo, pudimos detectar manualmente una insercion
del gen blactx-m-15 en la posicion 7.018 (de la referencia pOXA-48 K8) en la variante PV-
D. Esto se hizo comparando los ensamblajes y validando in vitro mediante PCR. Las
deleciones entre PVs fueron detectadas in silico con BRIG*'> v0.9540 y validadas por
amplificacién PCR. Definimos los PVs como plasmidos similares a pOXA-48 aislados en R-

GNOSIS que comparten al menos un 72% del genoma central con pOXA-48 K8 pero que

presentan SNPs y/o indels cuando se comparan con él.

8.2.3.5 Introduccién de variantes de pOXA-48 (PV) en aislados bacterianos

Seleccionamos 14 PV para su posterior caracterizaciéon basandonos en los siguientes

criterios: (1) PV con mutaciones/deleciones no sinénimas que cubran una amplia
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representacion de diferentes genes y funciones y evitaran los PV con mutaciones
redundantes en los mismos genes, (2) PV con inserciones y grandes reordenamientos y
(3) PV con mutaciones intergénicas cerca de los genes esenciales del pldasmido, como los
genes implicados en la replicacion, la conjugacién o la particién. Las cepas silvestres de
origen clinico (donantes) y E. coli 153 (receptora) se estriaron de los viales congelados a -
802C (de LB suplementados con 15% de glicerol) en LB agar con seleccion de antibioticos:
ertapenem (0,5 mg/l) y azida de sodio (100 mg/l), respectivamente, y se incubaron
durante la noche a 37°C. Al dia siguiente, se inocularon independientemente varias
colonias donadoras y una colonia receptora en 2 ml de LB en tubos de 15 ml y se
cultivaron durante 6 horas (37°C y 250 r.p.m. , Thermo Scientific™ MaxQ™ 8000). Los
cultivos se centrifugaron (15 minutos, 1.500 g) y las células se mezclaron en proporcién
1:2 (proporcion de donante y receptor respectivamente), para después ser inoculadas en
LB agar e incubadas durante la noche. Al dia siguiente, se suspendié la biomasa en NaCl
0,9% vy se plaquearon diluciones seriadas en medio LB agar suplementado con ertapenem
y azida de sodio. La presencia de PVs en las bacterias se confirmé mediante secuenciacion
[llumina (MIGS). Especificamente para la variante PV-A, que no confiere un resistencia, se
mezclaron donantes y receptores en proporcion 10:1 (donante:receptor) y se
seleccionaron los transconjugantes con azida de sodio para E. coli J53 o con
estreptomicina 100 mg/| para la cepa de tipo salvaje. La presencia del plasmido se
confirmd mediante el cribado por PCR de multiples colonias. En el caso de la variante PV-
B se aisld con el kit NucleoBond Xtra Midi Plus (Machery-Nagel, EE.UU.), y se introdujo en

316

las bacterias por electroporacion como en la referencia®'®. Los transformantes se

seleccionaron en agar LB con amoxicilina 200 mg/I + acido clavulanico 40 mg/I.

8.2.3.6 Analisis gendmico de E. coli J53 portadora de distintas PVs

Los genomas se ensamblaron con SPAdes3!’

v3.15.2. La calidad del ensamblaje se evalud
con Quast®'® v5.0.2. Todos los ensamblajes alcanzaron un tamafio de 4.6-4.8 Mb v el
recuento de contigs >500 bp fue inferior a 110. Se utilizd Prokka3'® v1.14.6 para anotar
los genomas. Se utilizé Snippy v4.6.0 para identificar variantes en el genoma de E. coli 53

mediante el mapeo de lecturas de lllumina con su ensamblaje. Las variantes en las cepas
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J53 portadoras de PV se obtuvieron mediante Snippy vy breseq3?° v0.35.6 utilizando el
genoma anotado de E. coli J53 como referencia. Se filtraron las mutaciones que
coincidian sobre si mismas con J53 descartandolas como errores de ensamblaje. Snippy
se utilizd en un enfoque inverso, mapeando las lecturas de E. coli J53 contra los
ensamblajes de los portadores de PVs. Se descartaron las mutaciones no identificadas en
ambas comparaciones y por ambas herramientas. Para el andlisis de pOXA-48 se
ejecutaron Snippy y breseq utilizando como referencia pOXA-48 K8 (MT441554). Sélo se
consideraron las mutaciones identificadas por ambos programas, asi como las identificas
como Missing coverage por breseq. La secuencia del gen /trA fue contrastada (BLASTn31#
v2.11.0) con los ensamblajes de J53 y en los portadores de PVs. El contig que contiene
ItrA tenia una longitud similar en todos los ensamblajes y una cobertura diferente a la de
los contigs cromosoémicos, lo que indica que el gen /trA no se trasladd al cromosoma de
J53. Los replicones de plasmidos se detectaron con ABRicate v1.0.1 utilizando la base de
datos plasmidfinder3?!. Se utilizd la base de datos Resfinder3?? y ABRicate para descartar

la presencia de otros genes de resistencia.

8.2.3.7 Ensayos de competicion para caracterizar el fitness relativo de las bacterias

Se caracterizo fenotipicamente el fitness relativo de las bacterias portadoras de distintas
PVs. Los ensayos de competicidn se realizaron utilizando cepas marcadas con GFP para
distinguir entre poblaciones en citometria de flujo (Plataforma CytoFLEX Beckman
Coulter Life Sciences, USA). Los parametros fueron: Velocidad de flujo de 50 pl min,
tamafio del ndcleo de 22 um y 10.000 eventos por pocillo (en placa de 96 pocillos). El
ensayo se realizé compitiendo cada genotipo contra una cepa marcada con GFP. En E.
coli 153, cada genotipo tenia 6 réplicas y el competidor comun era la cepa sin pOXA-48 y
con pBGC?2. En las cepas clinicas, las competiciones se realizaron enfrentando cada
genotipo (sin pOXA-48, y la misma cepa portadora de diferentes PV contra un competidor
comun con pBGC). Cada genotipo se obtuvo a partir de eventos de
conjugacion/transformacion independientes, lo que dio lugar a 3 réplicas independientes
medidas 6 veces cada una (n=18 para cada genotipo). Los competidores comunes para

las cepas clinicas fueron HKH*/PV-K + pBGA, JWC*/PV-A + pBGC y WDV*/PV-B + pBGA
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para cada caso. Los competidores comunes también eran portadores de PV para evitar la
transferencia conjugativa durante los ensayos de competencia mediante mecanismos de
exclusion de pldsmidos323. Obsérvese que pBGA (Fig. 15 B) sdlo se diferencia de pBGC en
el gen de resistencia (resistencia a la apramicina y al cloranfenicol, respectivamente).
Estos plasmidos contienen un gen gfp que esta bajo el control del promotor Pgap, por lo
que la produccion de GFP esta controlada por la presencia de L-Arabinosa. Se lanzaron
pre-cultivos que se incubaron durante la noche en LB en placas de 96 pocillosa 250 r.p.m.
(Thermo Scientific™ MaxQ™ 8000) 379C, luego se mezclaron 1:1y se diluyeron 400 veces
en 200 ul de LB fresco en placas de 96 pocillos (Thermo Scientific, Dinamarca), y se
incubaron durante 24 horas en las mismas condiciones. Las poblaciones iniciales se
mezclaron (1:1) y luego se diluyeron 400 veces en 200 ul de NaCl 0,9% con L-arabinosa
0,5% (Sigma, Espafia) y se incubaron a 372C a 250 r.p.m. durante 1,5 horas para inducir
la expresion de GFP. Tras 24 horas, se determinaron las proporciones finales como se ha
descrito anteriormente. El fitness de cada cepa en relacién con la etiquetada con GFP se

determind mediante la ecuacion (1):

In (11\\]]—];)
n(veirs)

DHw=

Donde w es el valor de fitness relativo de cada cepa que lleva una variante determinada
de pOXA-48 en comparacion con el competidor marcado con GFP. Niy Nf son el nimero
de células de los clones sin gfp al principio (Ni) y al final (Nf) de la competicion. Nigfp y
Nf gfp son el nimero de células del competidor comin marcado con GFP al principio y al
final de la competicidn, respectivamente. Controlamos y descartamos la pérdida de PV
durante la competicion mediante el cultivo individual de las bacterias portadoras de PVs
en agar LB y antibidticos selectivos para pldsmidos y contando las unidades formadoras
de colonias por ml (cfu/ml) al principio y al final del ensayo (la PV-A se analizé por PCR).
El valor de fitness relativo (w) se normalizé utilizando la w de los competidores comunes
en cada caso. También se descarté una infrarrepresentacién de los costes del plasmido
durante el ensayo de competicion en E. coli J53 debido a la transferencia conjugativa,

comparando los datos de la curva de crecimiento (utilizando el drea bajo la curva de
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crecimiento, AUC) con el fitness relativo (w), correlacién de Pearson cor=0,936, t=9,666,

df=13, P<0,001.

8.2.3.8 Curvas de crecimiento

Las curvas de crecimiento se realizaron como en3?*. Brevemente, las cepas previamente
guardadas en el congelador se sembraron en LB-agar sélido y se incubaron durante la
noche a 37°C. Al dia siguiente se usaron colonias individuales para crecer cultivos de 2 ml
de LB que fueron incubaron durante la noche a 37°C con agitacién continua (250 r.p.m.,
Thermo Scientific™ MaxQ™ 8000). A continuacidn, los cultivos (n=6) se diluyeron 1:1.000
en LB fresco en placas de 96 pocillos de fondo plano (Thermo Scientific, Dinamarca), que
se incubaron durante 24 horas a 372C 250 r.p.m. . Las densidades dépticas (OD600) se
midieron cada 10 minutos durante la incubacién en un lector de placas (Synergy HTX
Multi-Mode Reader, BioTek Instruments, USA). El area bajo la curva de crecimiento (AUC)
se determind utilizando los paquetes growthrates v0.8.2 y flux v0.3-0 en Rstudio
2021.09.2+382. Al determinar el coste de las variantes del plasmido en E. coli J53, se
calculd el AUC normalizado dividiendo el AUC de cada aislado portador de pOXA-48 por
el valor medio del AUC del aislado sin pOXA-48 de cada placa.

8.2.3.9 Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

El perfil bacteriano de resistencia a antibidticos se determiné mediante (1) curvas de
crecimiento en medio LB liquido en presencia de diferentes antibidticos y (2) el calculo
de la concentracion inhibitoria del 90% del crecimiento (IC90), que corresponde a la
concentracién de antibidtico que inhibe el 90% del crecimiento bacteriano. Para (1) se
utilizod el protocolo descrito anteriormente y para (2) las cepas se sembraron en MH-agar
y se incubaron durante la noche (372C). A continuacidn, y en paralelo, se utilizaron
colonias individuales (n=5 o 10) para crecer cultivos bacterianos en medio MH liquido a
379C durante 24 horas a 250 r.p.m. . Posteriormente, cada cultivo se diluyd 1:1.000 en

medio MH vy se afiadieron 200 pl de la solucién final a una placa de 96 pocillos de fondo
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plano (Thermo Scientific, Dinamarca) que contenia la concentraciéon de antibidtico
adecuada. Los antibidticos testados fueron ertapenem, meropenem y amoxicilina + acido
clavuldnico. Los valores de IC90 se midieron tras 24 horas de incubacién (372C). La
densidad 6ptica a 600 nm (OD600) se determind en un lector de placas Synergy HTX
(BioTek Instruments, USA) después de 30 segundos de agitacidn orbital. Se utilizé como

blanco la MH que contenia cada concentracién de antibidtico.

8.2.3.10 Determinacidén de la tasa de conjugacion de las PVs en E. coli J53

La tasa de transferencia de PVs se evalud utilizando el método end point para superficies
sélidas?®®. Se utilizé E. coli 153 como donador y E. coli 153/pBGC (un pldsmido no
movilizable y resistente al cloranfenicol, descrito en la referencia?*®) como receptor. Los
donadores y los receptores se sembraron en agar selectivo (ertapenem 0,5. mg/l o
cloranfenicol 50 mg/l). Tras una incubacion de una noche a 37 °C, las colonias de cada
cepa donante y receptora se inocularon independientemente en 2 ml de LB en tubos de
cultivo de 15 mly se incubaron durante la noche a 37 °Cy 250 r.p.m. (Thermo Scientific™
MaxQ™ 8000). A continuacién, se mezclaron 100 ul de donador y receptor en una
proporcién 1:1 y se incubaron en una placa de agar LB a 37 °C durante 2 horas.
Posteriormente, se prepararon diluciones seriadas de cada mezcla en NaCl 0,9% vy se
sembraron en medios selectivos para cada genotipo (carbenicilina 100 mg/|, cloranfenicol

50 mg/l y ambos antibidticos juntos).

8.2.3.11 Determinando el numero de copias del plasmido (PCN) por PCR cuantitativa

(GPCR)

Cada genotipo se sembrd en agar LB y se incubdé durante la noche a 372C. Al dia siguiente,
se suspendieron 2 colonias independientes en 800 ul de agua estéril (Fisher Scientific,
Espafia) y se hirvieron durante 10 minutos (952C). Cada muestra se centrifugd para
precipitar los restos celulares. A continuacién, se realizaron 3 reacciones independientes

por colonia y por triplicado, con 1 ul del sobrenadante como molde de DNA vy utilizando
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con el NZYSupreme gPCR Green Master Mix (2x), el kit ROX plus (NZYtech, Portugal) y el
sistema 7500 Real Time PCR (Applied Biosystems, USA). Los genes plasmidicos vy
cromosoémicos utilizados fueron blaoxa4s (tamafio del amplicon 200 bp; eficiencia
97,35%, r’=0,996) y dnaE (gen cromosémico3?°, tamafio del amplicén 200 pb; eficiencia
98,44%, r’= 0,989) respectivamente. La concentracion final de cebadores fue 1,6 uM. La
eficiencia se calculd utilizando diluciones de % en serie de la cepa K8 (PV-I) y J53/PV-
como en3%®. Las condiciones de amplificacion fueron 5 minutos (952C) seguidos de 30
ciclos de 15 segundos, 30 segundos (559C) y 30 segundos (602C). El nimero relativo de

copias del pldsmido se calculé mediante la ecuacion (2):

(1+ Ec)¢Te

donde PCN es el nimero de copias del plasmido por cromosoma, Ec y Ep son las
eficiencias de las reacciones cromosdmicas y plasmidicas (en relaciéon a 1),y CTcy CTp

son los ciclos umbral para las reacciones cromosomicas y plasmidicas.

8.2.3.12 Curando y reintroduciendo PVs en aislados clinicos

En este proyecto se han utilizado plasmidos sintéticos con la maquinaria CRIPSR-Cas9
para eliminar (o “curar”), plasmidos AMR. Concretamente se utilizaron dos versiones
diferentes de plasmidos portadores de la maquinaria CRISPR-Cas9: pLC10-Kan (resistente
a la kanamicina) y pLC10-Apra (resistente a la apramicina). El sistema CRISPR-Cas9 de
pLC10 contiene dos componentes principales: un RNA guia (sgRNA) y una endonucleasa
asociada a CRISPR (proteina Cas9). El sgRNA esta compuesto por el scaffold (en inglés) y
el espaciador (o spacer en inglés). El scaffold es un RNA necesario para el acoplamiento
molecular de la guia dentro de Cas9. El espaciador contiene 20 nucledtidos que
proporcionan la especificidad a la diana, que en este caso corresponden a una parte de
la secuencia del gen (se usa pemK en el caso de pOXA-48). Una vez expresados, la proteina
Cas9 y el sgRNA forman un complejo que implica un cambio de conformacion Cas9. El
complejo rastrea el genoma en busca de una secuencia especifica (conocida como PAM,
gue en este caso corresponde con la secuencia NGG) y se une a la diana (8-10 bases en
el extremo 3' de la secuencia diana). Una vez unida comenzara a unirse al DNA diana en

direccion 3' a 5'. Cas9 experimenta un segundo cambio conformacional al unirse por
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completo a la diana que posiciona los dominios de la nucleasa para escindir ambas
cadenas del DNA. El resultado final del corte mediado por Cas9 es un corte de doble hebra
en el DNA diana (a ~3-4 nucledtidos de la secuencia PAM). Este corte, no es capaz de

repararse por la célula e implica la pérdida del plasmido (Fig. 16).
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FIGURA 16. Funcionamiento del sistema CRISPR-Cas9 para curar plasmidos.

A) Esquema representativo y no a escala de una célula con el plasmido pOXA-48 vy el
plasmido pLC10. Nétese que el pldsmido pOXA-48 contiene el gen pemK, el cual es usado
como diana en el sgRNA en pLC10. B) Representacion no a escala del complejo CRISPR-
Cas9. En azul la proteina Cas9, los RNA con la secuencia diana (20 nucledétidos del gen
pemK) vy el scaffold. EI DNA reconocido por el sistema se representa mds abajo donde se
indica la secuencia de homologia (verde) y la secuencia PAM (lila). C) Representacion de
la unién del complejo Cas9-sgRNA al DNA portador de la secuencia PAM (lila) y la
secuencia diana (verde). La flecha simboliza el paso de un estado a otro, donde se
muestra como la unién genera un corte de doble hebra (indicado con unas tijeras).

El plasmido pLC10-Kan se utilizd en las cepas JWC* y HKH* y pLC10-Apra en WDV*.
Primero se hicieron competentes las cepas portadoras de pOXA-48 siguiendo el protocolo
descrito en3®. A continuacion, cada pLC10 se introdujo en las células por electroporacién
utilizando cubetas de 0,1 cm y un pulso de 1,8 kV (MicroPulser Electroporator, Biorad
Espafia). Las células transformantes se seleccionaron en placas de LB agar con kanamicina
250-512 mg/l o apramicina 30 mg/| para cada caso. Las células transformantes se
verificaron mediante PCR (ver cebadores en Tabla 1). A continuacién, se indujo la
magquinaria CRISPR-Cas9 suspendiendo varias colonias transformantes en 500 ul de LB
con kanamicina o apramicina, 0,2 mg/l de anhidrotetraciclina (aTc), para activar la
expresion de Cas9, e IPTG 0,08 mM para potenciar la expresion del sgRNA. Notese que el
sistema producird cortes de doble hebra que la bacteria no serd capaz de reparar,

acabando en una pérdida del pldsmido. A continuacién, las suspensiones se incubaron
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durante 2 horas a 302C con agitacion (250 r.p.m., Thermo Scientific™ MaxQ™ 8000), se
estriaron en LB agar y se incubaron durante la noche a 372C para curar pLC10. Hay que
remarcar que el origen de replicacion de los plasmidos pLC10 se basan en pSC101 vy
codifican una proteina de replicacion termosensible que no es funcional a 379C. Al dia
siguiente, las colonias individuales se estriaron en paralelo en LB agar y en LB agar
suplementado con ertapenem 0,5 mg/l, kanamicina o apramicina. Sélo se recuperaron
las colonias que eran sensibles a ambos antibidticos ya que correspondian a las células
sin pOXA-48 y sin pLC10. Una vez verificada su ausencia por PCR, las células libres de los
dos plasmidos (pOXA-48 y pLC10) se secuenciaron por lllumina (MIGS, PA, EE.UU.).
Después, se reintrodujeron diferentes variantes de plasmidos por triplicado (en paralelo)
en células libres de plasmidos, tal como se ha descrito anteriormente. En la figura 17 se
muestra el procedimiento seguido para estudiar los casos de evolucion plasmidica intra-

paciente.
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FIGURA 17. Procedimientos utilizados para estudiar la evolucién intra-paciente de
variantes del plasmido pOXA-48.

A) Se seleccioné el aislado donde se identificé la nueva PV (indicado por el codigo del
paciente y un asterisco, PAC* en la figura. Nétese que cada PV se indica en un color
distinto. A continuacién, se introdujo el pLC10 con el sistema CRISPR-Cas9 en el aislado.
Mediante la induccion del sistema se curd el pldsmido pOXA-48. Para acabar, se elimind
el pLC10 cultivando el huésped a 372C y se secuencié el aislado curado. B) Se re-
introdujeron las distintas PVs en el aislado curado y se confirmo su presencia por PCR (ver
cebadores en tabla 1). C) Se evalud el coste del plasmido en el fitness bacteriano
mediante curvas de crecimiento (ver apartado 8.2.3.8) y curvas de crecimiento en
presencia de antibioticos (ver apartado 8.2.3.9). D) Se calculd el coste bioldgico del
pldsmido en el fitness bacteriano mediante ensayos de competicidon por citometria de
flujo (ver apartado 8.2.3.7). E) Se calculé el nimero de copias del plasmido (PCN)
mediante la técnica gPCR (ver apartado 8.2.3.11).
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8.2.3.13 Analisis de la evolucién intra-paciente de la AMR mediada por pOXA-48

Se identificaron 4 casos potenciales de evolucidn intra-paciente de pOXA-48 en los
pacientes: HKH, JWC, WDV y HAX. La caracterizacion en HAX se descarté ya que los PV se
diferenciaban entre si solo por un SNP sinénimo (Tabla Anexo 1y Tabla Anexo 2). Se utilizé

327v0.4.9 con los parametros por defecto para obtener ensamblajes hibridos de

Unicycler
las cepas K153, K229, €288, C289, K163 y K165. También se utilizé Flye3?® v2.9 para
ensamblar las lecturas largas y se confirmd con Bandage3?® v0.8.1. Se utiliz6 Medaka
v1.4.3 para la obtencién de las secuencias consenso. Se realizaron varias rondas de

Pilon330

v1.24 para mapear las lecturas de Illumina. Los contigs se rotaron con Circlator
fixstart®3! v1.5.5. La calidad del ensamblaje se controld con IGV33? v2.11.1. Los
ensamblajes de las PVs se confirmaron mediante el mapeo de las lecturas largas y cortas
y la alineacion de los ensamblajes con la referencia pOXA-48 K8 (MT441554) con BWA-
MEM333 v0.7.17 y minimap2334 v2.21. Las alineaciones se visualizaron en IGV. Los
ensamblajes cerrados se anotaron con PGAP33°v2021-07-01.build5508. Se utilizé Breseq
v0.36.0 para identificar SNPs y variantes estructurales. Para descartar falsos positivos se
ejecutd breseq en diferentes combinaciones. Para K164, K165-2 curado, K165-1, K165-3,
K165-4, K165-5, K165-6, K165-7 y K166 (JWC), K151, K152, K229 curado (WDV) y C289
curado (HKH), las lecturas se mapearon a las cepas cerradas de sus respectivos pacientes.
Se utilizd ABRicate v1.0.1 con las bases de datos de plasmidfinder y resfinder para
controlar el perfil plasmidico y de resistencia a antibioticos in silico entre las cepas

evolucionadas y curadas dentro del paciente. Se ofrecen mas detalles sobre los criterios

de andlisis en https://github.com/LaboraTORIbio/within patient evolution.

8.2.3.14 Analisis filogenético

Se utilizd Snippy v4.6.0 para identificar SNPs entre todas las E. coli ST10 y ST744
(referencia C288), K. pneumoniae ST11 (referencia K153) y K. pneumoniae ST307
(referencia K163) de la coleccion R-GNOSIS. La cepa K25 (ST11) se excluyd del analisis
porqué los archivos fastg estaban truncados. Se utilizd Snippy-core para determinar el
genoma central. La cepa K78 (ST11) se excluyod por su lejania filogenética con el resto de

cepas. Se utilizd Gubbins?!

v3.1.4 para eliminar las regiones recombinantes. Los arboles
de maxima verosimilitud se construyeron con IQ-TREE?? v1.6.12 a partir de los

alineamientos extraidos con la deteccién del mejor modelo evolutivo y un bootstrap
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ultrarrapido de 1000 optimizado mediante el intercambio de vecinos mas cercanos (NNI)
en el correspondiente alineamiento bootstrap. Los arboles se visualizaron y editaron en

iTOL?* e Inkscape v0.17.

8.2.3.15 Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron en Rstudio 2021.09.2+382 (R v4.1.1 2021-08-
10) con los paquetes rstatix v0.7.0, tidyverse v1.3.1 y car v3.0-12. Para comprobar la
homocedasticidad y la normalidad de los datos para cada conjunto de datos, se realizo la
prueba de Shapiro-Wilk, la prueba de Levene y la prueba de Bartlett. Luego, segun la
distribucion de cada grupo de datos, se realizaron pruebas paramétricas y no
paramétricas (véase en la seccién de resultados para cada prueba). Se realizé un modelo
aditivo generalizado (GAM) utilizando el paquete R mgcv v1.8-40 con los valores de w
como variable dependiente y el nimero de copias del pldsmido, la resistencia a los
antimicrobianos y las tasas de conjugacion como variables explicativas. En el modelo se
utilizé un ajuste no lineal para las variables independientes. El modelo fue validado
controlando que los residuos estaban distribuidos aleatoriamente y no habia

concurvidad.

8.2.4 Resultados especificos del capitulo Il

8.2.4.1 Analisis de las variantes de pOXA-48

Para identificar las mutaciones potencialmente asociadas a la evolucion de la resistencia
a antimicrobianos (AMR) mediada por plasmidos, caracterizamos los genomas de los
plasmidos pOXA-48 aislados de cepas del Hospital Universitario Ramoén y Cajal (Tabla
Anexo 1). La comparacion de las secuencias completas de los 224 plasmidos pOXA-48,
identificd un total de 35 variantes plasmidicas. Definimos PVs como variantes
estructurales de plasmidos pOXA-48 con cualquier SNP o insercién/delecién (indel) en
comparacién con la variante mas comun (PV-l), la cual estd presente en
aproximadamente el 67% de los aislados de la coleccién (Fig. 19). Con esto, nos
centramos en el estudio de un Unico plasmido, pero con multiples variantes genéticas

(n=35) en toda la coleccion.
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FIGURA 18. Distribucion de las PVs aisladas en el HURYC.

A) Frecuencia de cada especie de los aislados en la coleccion de enterobacterias
portadoras de pOXA-48. Los numeros arriba de las barras indican el numero de aislados.
B) Distribucion de las distintas PV aisladas en la coleccién (n=35) agrupadas por especie
(colores). C) Frecuencia de los aislados de K. pneumoniae respecto a otras
enterobacterias que portan la variante mas comdn de pOXA-48, PV-l, u otras PVs. Los
colores corresponden a cada PVs y el nimero dentro de las barras corresponde al
recuento de aislados. Figura modificada de DelaFuente et. al.?’*.

A continuacidn, estudiamos los efectos fenotipicos y genotipicos de una seleccién de 14
de las PV (Fig. 19 A). Las 14 variantes de pOXA-48 se seleccionaron en base a los siguientes
criterios: (1) PVs con mutaciones/deleciones no sindnimas que representaran los
diferentes genes y funciones del plasmido y evitando PVs con mutaciones redundantes,
(2) PVs con inserciones y grandes reordenamientos; y (3) PVs con mutaciones
intergénicas cerca de genes esenciales del plasmido, como los genes implicados en la
replicacién, conjugacion o particion. Las 14 PV se introdujeron en Escherichia coli 153%°7
(derivada de K-12), utilizada como huésped bacteriano isogénico comun para diseccionar
especificamente los efectos del plasmido. Se secuenciaron los genomas de J53
portadores de los diferentes PV para confirmar la presencia del pldsmido y la naturaleza
isogénica de los transconjugantes/transformantes. Examinamos las siguientes variables

fenotipicas y genotipicas en cada transconjugante/transformante y en E. coli J53 sin
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plasmidos: (1) efecto del pldsmido en el fitness bacteriano, evaluado a partir de curvas
de crecimiento y ensayos de competicién, (2) tasa de conjugacion del plasmido; (3)
resistencia antimicrobiana a ertapenem, y (4) nimero de copias del plasmido (PCN).

Las distintas PVs produjeron diferentes fenotipos en E. coli J53 (Fig. 19 B-E). Por ejemplo,
el efecto en el fitness bacteriano de la mayoria de las PVs fue similar al de la PV-I (la PV
mas comun), presentando un coste de aproximadamente el 30%. No obstante, dos PVs
se asociaron a una disminucion del coste (Kruskal-Wallis chi-sq.=64,37, df=13, P<0,001,
seguido de suma de rangos Wilcoxon con correccion FDR P<0,01). Una de estas variantes
(PV-A) tenia una delecion en el gen de la carbapenemasa blaoxa-4s que abolia el fenotipo
de resistencia a ertapenem (Fig. 19 C). La otra PV (PV-B) presentaba dos deleciones: (1)
una pequefia delecion que afectaba al elemento IS1 aguas arriba del gen blaoxa-as y (2)
una delecidn de aproximadamente 13,5 kb asociada a un fenotipo no-conjugativo (Fig.
19 D) al incluir genes implicados en la conjugacién. Ademas, tanto PV-D como PV-J
presentaban tasas de conjugacion mas bajas que PV-l (Fig. 19 D, Kruskal-Wallis, chi-
sq.=56,58, df=13, P<0,001, seguida de suma de rangos de Wilcoxon con correccion FDR
P<0,01). PV-Dy PV-J presentan mutaciones en genes relacionados con la conjugacién: un
SNP no sinénimo en traY y una insercién en trbN (PV-D), y un SNP no sinénimo en traU
(PV-J) (ver Tabla Anexo 1y DelaFuente et. al.?’1). Por otro lado, se identificé una variante
(PV-K) en la que PCN fue mas elevado que el del resto de PV (Fig. 19 E, Kruskal-Wallis chi-
sq.=42,09, df=13, P<0,001, seguida de suma de rangos de Wilcoxon con correccion FDR
P=0,025). Este genotipo se puede explicar por la presencia de una mutacién aguas arriba
del gen que codifica la proteina de iniciacidn de la replicacion RepA.

El andlisis pareado de los efectos de la AMR, el PCN vy las tasas de conjugacion sobre los
costes en el fitness asociados al plasmido en E. coli J53 revelé una correlacién positiva
entre la AMR y los costes en el fitness (Fig. 19 F, correlacion de Spearman S=779,7, rho=-
0,7136, P=0,004). Las PV que confieren AMR se asociaron con un alto coste de fitness
(27%-34% de reduccion en el fitness relativo), mientras que los dos PV que confirieron
poca o0 ninguna resistencia solo imponen un bajo coste en el fitness (<4%). Ni la
conjugacion ni el PCN muestran una asociacion significativa con los costes en el fitness
del plasmido (correlaciéon de Spearman, P>0,25). Ademas, para ver el efecto de cada
variable en el resultado de fitness bacteriano utilizamos un modelo aditivo generalizado

(GAM) que incluia las tres variables. El modelo confirmé el resultado de las correlaciones
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independientes e identificd que solo la AMR se correlacionaba con los costes en el fitness
asociados al plasmido (GAM, AMR: df=3, P=0,043, PCN y tasas de conjugacién: df=2 y

P>0,25, ver seccién 8.2.3.15).
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FIGURA 19. Variantes del plasmido pOXA-48 introducidas en E. coli J53.

A) Representacion de las variantes de pOXA-48 (PVs) A-N en circulos concéntricos (para
los detalles especificos de las variantes véase la leyenda). El mapa de genes en el circulo
exterior representa la variante mas comun (PV-I, utilizada como referencia y resaltada
con sombreado gris en los paneles B-E). Las flechas indican los marcos de lectura y los
colores indican la clasificacion funcional de los genes. Los nombres de los genes se indican
en el circulo exterior, y los nombres de los genes que presentan mutaciones se
representan dentro de los recuadros. B) Graficos de caja que muestran los valores en el
fitness relativo (w) de E. coli J53 portadora de distintas versiones de pOXA-48 (PVs) en
relacién con J53 sin el plasmido. Las lineas horizontales dentro de los recuadros indican
los valores de la mediana, las bisagras superiores e inferiores corresponden a los
percentiles 25y 75, y los bigotes se extienden a las observaciones dentro de 1,5 veces el
rango intercuartilico (IQR). Los puntos individuales muestran réplicas independientes
(n=6). C) Resistencia a ertapenem (ERT) en E. coli J53 sin plasmido y con plasmido,
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representada como la concentracién inhibitoria del 90% (IC90) en mg/I. Las barras indican
los valores medios y los puntos indican las réplicas individuales (n=10 para PV-K'y PV-E y
n=5 para el resto de PV). Las barras negras representan el error estandar de la media. D)
Tasas de conjugacion de diferentes PVs en E. coli J53 (en escala logio, n=14 para PV-l, n=9
para PV-J, n=8 para PV-E & PV-K, n=3 para PV-A, y n=6 para los restantes PVs),
representadas como en el panel B. E) Numero de copias del plasmido (PCN) de diferentes
PV en E. coli J53, representado como en el panel B (n=6). Los asteriscos en los paneles B-
E indican diferencias significativas en la comparacién de cada PV con PV-I (Wilcoxon con
correccion FDR P<0,01 después de Kruskal-Wallis). F) Correlacion entre los valores en el
fitness relativo (w) y la resistencia a ertapenem (IC90) en E. coli J53 portadora de PV. Los
puntos individuales indican el valor medio, y las lineas representan el error estandar de
la media IC90 y el error estandar propagado del fitness relativo (w). El tamafio de cada
punto es proporcional al PCN en E. coli J53. El rombo simboliza los valores de E. coli 153
sin plasmido, los cuales no se incluyeron en la correlacion. Las PV individuales se indican
con letras. La linea roja discontinua indica la regresion y la zona sombreada en gris cubre
el intervalo de confianza del 95%. Figura modificada de DelaFuente et. al.?’*.

8.2.4.2 Buscando eventos de evolucion intra-paciente de pOXA-48

La caracterizacidon de las variantes de pOXA-48 del apartado anterior sugirié que la
correlacion positiva entre el coste en el fitness bacteriano de los pldsmidos y la AMR
(fitness-AMR, Fig. 19 F) podrian afectar a la evolucién de la AMR mediada por pOXA-48 in
vivo. En el proyecto R-GNOSIS, se tomaron muestras periddicamente de pacientes
hospitalizados colonizados por CRE, lo que generd lineas temporales de aislados. Esto nos
permitié seguir la evolucion de la resistencia mediada por pOXA-48 en el intestino de los
pacientes.

Examinamos la linea temporal de los aislados bacterianos recogidos de pacientes y
seleccionamos los casos que sugieren una evolucién del plasmido dentro del paciente (es
decir, la deteccion de distintas PVs, en el mismo huésped bacteriano, dentro del mismo
paciente). En otras palabras, seleccionamos a aquellos pacientes de los que se
recuperaron multiples aislados del mismo clon bacteriano (basandonos en la identidad
del genoma central, ver seccion 8.2.3.4) portadores de diferentes PV a lo largo del
tiempo. Entre los pacientes colonizados por enterobacterias portadoras de pOXA-48,
identificamos tres pacientes cuyas lineas temporales coincidian con estas condiciones:
los pacientes HKH, JWC y WDV (Fig. 19).

Tras el analisis gendmico de las bacterias portadoras de pOXA-48, dos lineas de evidencia

sugieren que las mutaciones del plasmido surgieron y fueron posteriormente
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seleccionadas en clones especificos en el microbioma intestinal de estos tres pacientes.
En primer lugar, la comparacion del genoma central de todos los aislados de K.
pneumoniae y E. coli reveld una estrecha agrupacion de aislados potencialmente
implicados en eventos de evolucién dentro del paciente (<5 SNPs entre todos los aislados
para cada linea clonal, Fig. 19 B-D, Tabla Anexo 3). Este resultado sugiere que las
observaciones en los pacientes HKH, JWC y WDV no son el resultado de una colonizacion
independiente por parte de clones portadores de diferentes PV. En segundo lugar, cada
uno de los nuevos PV originados en estos pacientes estaba restringido a un paciente
individual, y no fue descrito en ningln otro aislado de la coleccion (ni siquiera en otros
clones del mismo paciente). Esto, reduce la posibilidad de que estas nuevas asociaciones

de bacterias-PVs se hayan generado por eventos de conjugacion independientes.
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FIGURA 20. Analisis de la evolucidn de la AMR mediada por pOXA-48 dentro de los
pacientes.

WDV

A) Lineas temporales del aislamiento de enterobacterias portadoras de pOXA-48 de los
pacientes HKH, JWC y WDV (véase la leyenda). Las caracteristicas de los aislamientos se
detallan en la leyenda. Las fechas de las muestras se indican junto a la linea de tiempo
(dia/mes). Los tratamientos antibidticos que seleccionan pOXA-48 se indican en la linea
de tiempo (MER para meropenem, ERT para ertapenem, AMC para amoxicilina + acido
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clavulanico). Cada PV se indica con una letra. Las especies se indican con letras y simbolos
(KPN 'y circulo para K. pneumoniae, EC y cuadrado para E. coli). El codigo de secuenciotipo
se indica junto a la etiqueta de la especie. Los aislamientos en los que se ha detectado la
nueva PV se indican en azul y con un tamafio mayor al resto. La linea de tiempo del
paciente JWC revela la aparicién de dos aislados de K. pneumoniae co-aislados en una
placa de agar suplementada con ertapenem 0,3 mg/I. B-D) Relacion genética construida
utilizando comparaciones de genoma central (arboles filogenéticos enraizados) de K.
pneumoniae ST11 (n=85, B), K. pneumoniae ST307 (n=20, C), y E. coli ST10y ST744 (n=12
y n=2 respectivamente, D) de la coleccidn. Se indican la designacién de la cepa, los
codigos de los pacientes y las PV. Los aislados implicados en supuestos casos de evolucion
dentro del paciente se destacan en azul. Las letras en negrita marcan el aislado en el que
se identificé la nueva variante. La escala del arbol indica la sustitucién de nucledtidos por
sitio. Figura modificada de DelaFuente et. al.?’*.

8.2.4.3 Evolucion in vivo de la resistencia mediada por pOXA-48

Para caracterizar la evolucion intra-paciente de la AMR mediada por pOXA-48,
estudiamos los aislados portadores de las nuevas PV en cada paciente. De ahora en
adelante, identificamos cada aislado de estudio con el codigo del paciente seguido de un
asterisco. En primer lugar, curamos (eliminamos) las PVs de estos aislados utilizando un
sistema CRISPR-Cas9 disefiado especificamente para eliminar plasmidos de
enterobacterias multirresistentes (Fig 16, Fig 17, ver seccién 8.2.3.12). A continuacion,
para cada paciente, reintrodujimos de forma independiente tanto el PV ancestral (el PV
inicial presente en la misma linea clonal del mismo paciente) como los nuevos PV, en
estos aislados. Para controlar el proceso, secuenciamos los genomas de los clones
combinando tecnologias de lecturas cortas y largas, y volvimos a secuenciar los genomas
de todas las cepas después de la curacion del plasmido. Esto se hizo para asegurarnos de
gue no se produjeran mutaciones relevantes durante el proceso. Una vez introducidos
los dos PV en cada clon, medimos (1) los efectos en el fitness bacteriano de cada PV, (2)
la resistencia antimicrobiana (a todos los antibidticos B-lactamicos utilizados para el
tratamiento en estos pacientes), y (3) el PCN para cada clon (Fig. 20 B-D). Los resultados
de estos andlisis se presentan en las siguientes secciones paciente por paciente en orden

cronoldgico.

8.2.4.4 Paciente HKH. Incrementos en PCN, AMR y costes en el fitness bacteriano
En este paciente se aislaron cuatro CRE con pOXA-48 (Fig. 20 A y Tabla Anexo 1). Dos

aislados pertenecian a un clon de Klebsiella pneumoniae ST628, y ambos portaban la
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misma variante del plasmido (PV-E). Los otros dos aislados pertenecian a un clon de
Escherichia coli ST744. El primero de los aislados de E. coli también era portador de PV-E,
mientras que el segundo (HKH*) se aislé 8 dias mas tarde y era portador de una variante
plasmidica diferente, PV-K, que se diferenciaba de PV-E sélo por una pequefia insercion
de un par de bases aguas arriba del gen repA. La caracterizacién genotipica in vitro en E.
coli J53 habia revelado una asociacion entre PV-K y el aumento de PCN (Fig. 19 E). El
analisis de los efectos de PV-E y PV-K en el aislado HKH* también revel6 que PV-K estaba
presente en un PCN mas alto (de 3 a 8 copias, ANOVA F=61,42, d.f.=1, Padj<0,001). El
elevado PCN de PV-K en HKH* se asocié a una mayor AMR a ertapenem (Wilcoxon W=2,
P=0,02) y meropenem, pero a una reduccién en el fitness bacteriano en ausencia de
antibidticos (Wilcoxon, W=306, P<0,001, Fig. 21 B-D). Ademas, el historial clinico del
paciente HKH reveld un tratamiento con meropenem antes del aislamiento de HKH*, el

cual era el portador de la variante PV-K de alto PCN.

8.2.4.5 Paciente JWC. Perdida de AMR y reduccion del coste en el fitness bacteriano
Durante un periodo de 10 semanas, se recuperaron seis aislados portadores de pOXA-48
del paciente JWC (Fig. 20 Ay Tabla anexo 1). Cuatro de ellos pertenecian a K. pneumoniae
ST307 y los dos restantes a E. coli ST2600. Cinco aislados eran portadores de la variante
pPOXA-48 mas comun, PV-I, pero el aislado de K. pneumoniae JWC* era portador de PV-A,
que difiere de PV-I por una delecién de 199 bp que comienza 163 bp aguas arriba de la
secuencia codificante del gen blaoxa-as. Al igual que en el analisis de E. coli 153, PV-A se
asocié con la pérdida de resistencia a ertapenem y a amoxicilina-acido clavulanico en
JWCH*, y con una reduccion de los costes en el fitness del plasmido en comparacion con
PV-I (Wilcoxon W=0, P<0,001 para ambos fenotipos). La variante PV-A también se asocio
con una modesta pero significativa disminucion del PCN en JWC* (ANOVA F=6,51, d.f.=1,
Padj=0,029, Fig 21 B-D).

En el proyecto R-GNOSIS, las CRE se recuperaron utilizando medio selectivo, por lo que
fue dificil entender cémo se obtuvo el aislado de JWC* susceptible a los antibidticos en
este paciente. Para investigarlo, se plaquearon las cepas originales congeladas de JWC en
agar con y sin ertapenem. Las placas con antibidticos inoculadas con la cepa congelada
de JWC* (pero no de los otros aislados) contenian una morfologia mixta de grandes

colonias resistentes de K. pneumoniae ST307 rodeadas de colonias susceptibles mas
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pequefias de K. pneumoniae ST307 (Fig. 20 A). Este fendmeno es conocido como

satelitismo33©

y es resultado de una proteccién cruzada por las B-lactamasas secretadas
al medio. La secuenciacién de los genomas de tres colonias grandes (variante PV-l) y tres
satélites (variante PV-A) confirmd que todas eran del mismo clon de K. pneumoniae ST307
y que las colonias satélites portaban la variante PV-A mientras que las colonias grandes
portaban PV-I. Estos resultados sugieren que las dos versiones del clon de K. pneumoniae
ST307, con los diferentes PV, coexistian en el intestino del paciente en ese momento. No
obstante, aunque las bacterias portadoras de PV-Ay PV-| coexistieron en el momento de
la toma de muestras de JWC* (Fig. 20 A), 8 dias después sdlo se detectd el clon portador
de PV-I (la PV asociada a la resistencia). Este cambio probablemente se explica por un

tratamiento con AMC que comenzo justo antes del aislamiento de JWC*, ya que el OXA-

48 confiere un alto nivel de resistencia a la AMC.

8.2.4.6 Paciente WDV. Una delecion en el plasmido inactiva la conjugacion

Se recuperaron cuatro aislados de K. pneumoniae ST11 del paciente WDV durante un
periodo de cuatro meses. Los tres aislados iniciales eran portadores de PV-N, pero el
ultimo aislado (WDV*) era portador de PV-B, el cual se diferenciaba de PV-N por una
deleciéon de ~13,5 kb (Fig. 20 Ay Fig. 21 A). En comparacion con PV-I, tanto PV-N como
PV-B presentan la misma pequefia delecién que afecta al elemento IS1 aguas arriba de
blaoxa-as. La gran delecién de aproximadamente 13,5 kb en PV-B afectaba a multiples
genes implicados en la conjugacion, lo que condujo a la pérdida de la capacidad de
conjugacion en E. coli J53 (Fig. 20 D). En la cepa clinica, PV-B también se asocié con un
fenotipo sin capacidad de conjugacion, y produjo una pequefia disminucion,
marginalmente significativa, del coste en fitness en WDV* en comparacion con PV-N
(Wilcoxon W=101, P=0,054, Fig. 21 B). La AMR y el PCN no fueron distintos en el aislado
de WDV* portador de PV-N y en el portador de PV-B (Wilcoxon W=23 y W=14.5, P>0,5,
Fig. 21 C-D). En conclusién, los resultados del paciente WDV no revelaron ningun cambio
claro en los efectos asociados al plasmido, aunque la ligera diferencia en el coste en el
fitness impuesto por PV-N y PV-B podria sugerir que la gran delecion en PV-B podria

actuar como una mutacién compensatoria (Fig. 21 F).
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FIGURA 21. Caracterizacion de la evolucion de la AMR mediada por pldsmidos.

A) Esquema representativo de la metodologia seguida para investigar la evolucion intra-
paciente de la AMR mediada por pOXA-48. B) Valores en el fitness relativo (w) de cada
combinacién plasmido-bacteria comparada con la cepa sin plasmido. Las lineas
horizontales dentro de los recuadros indican los valores de la mediana, las bisagras
superiores e inferiores corresponden a los percentiles 25y 75, y los bigotes se extienden
a las observaciones dentro de 1,5 veces el IQR. Los puntos individuales representan
réplicas independientes (n=18). Los asteriscos en los paneles B-D indican diferencias
significativas (P<0,05 en Wilcoxon con correccion FDR en By C, y Padj<0,05 por ANOVA
en D), en la figura ns indica diferencias no significativas (Padj>0,05). C) Resistencia al
ertapenem (ERT) medida como IC90 (mg/l) de las combinaciones sin plasmido y con
pldsmido. Las lineas indican los valores medios y las réplicas individuales se indican con
puntos (n=5). D) NUmero de copias del plasmido (PCN) de cada PV, representado como
en el panel B (n=6). E) Representacion esquematica de la correlacién entre la resistencia
a los antibidticos (mediana de IC90) y el fitness bacteriano (mediana de w) en las cepas
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de estudio. Las flechas negras representan la interaccién entre el fitness y el AMR v las
puntas de flecha indican la linea de tiempo de las PV (desde el PV ancestral hasta la PV
nueva). Figura modificada de DelaFuente et al.?’%.
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9 Discusion

Las enterobacterias resistentes a antibidticos carbapenémicos son una preocupante
amenaza para la salud publica en todo el mundo®®1>’, siendo los hospitales uno de los
focos principales de transmisién y evolucién de las CRE?74275.277,

Esta tesis doctoral estudia las dindmicas de transmisiéon y evolucién de las CRE en
pacientes hospitalizados en el HURYC (Madrid, Espafia). Para hacerlo, hemos usado como
modelo una coleccion de enterobacterias aisladas de pacientes hospitalizados en el
mismo hospitall’%28288 | 35 enterobacterias de esta coleccion son portadoras de
plasmidos pOXA-48, uno de los grupos de plasmidos de resistencia a los antibidticos
carbapenémicos mas relevantes y extendidos a nivel mundialt’172,

En el capitulo |, describimos las rutas de transmisién de la resistencia a antibidticos
carbapenémicos a dos niveles: primero estudiamos las rutas de transmision de clones de
CRE (portadores de plasmidos pOXA-48) entre los pacientes hospitalizados en cuatro
servicios del hospital. Después, detectamos las rutas de transmision del plasmido pOXA-
48 entre las enterobacterias dentro de los pacientes (transmision intra-paciente). En el
capitulo Il, nos centramos en entender las dinamicas evolutivas de la resistencia a
antibioticos carbapenémicos mediada por plasmidos tipo pOXA-48. Para hacerlo, primero
caracterizamos la diversidad del plasmido y los efectos genotipicos y fenotipicos que
causan, y a continuacion, detectamos tres casos de evolucion de la resistencia mediada

por plasmidos pOXA-48 intra-paciente.

9.1 Sobre las rutas de transmision de las CRE

En el capitulo | nos centramos en descubrir las rutas de diseminacion de la resistencia a
los antibiodticos carbapenémicos mediada por plasmidos pOXA-48. Nuestros resultados
proponen que la transmision intra-hospitalaria de pOXA-48 sigue generalmente la
siguiente dindamica: los clones de enterobacterias de alto riesgo portadores de pOXA-48,
principalmente K. pneumoniae ST11, se diseminan entre los pacientes hospitalizados (Fig.
22 A). Una vez que los pacientes estan colonizados, el pldsmido es capaz de propagarse
por conjugacion a otros miembros residentes del intestino del paciente (enterobacterias
como E. coli, C. freundii'y Enterobacter cloacae entre otros, Fig. 22 B). La elevada tasa de

conjugacion del plasmido aumenta las probabilidades de establecerse en el microbioma
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intestinal ya que, aunque se elimine el clon colonizador, pOXA-48 es capaz de transferirse
y prosperar en una amplia gama de huéspedes bacterianos distintos. Ademas,
recientemente hemos descubierto que pOXA-48 produce efectos variables de fitness en
diferentes huéspedes bacterianos?*®. Esto abre la posibilidad a que algunas de las
combinaciones bacteria-pldasmido generadas por la alta transferencia de plasmidos
puedan ser capaces de diseminarse con éxito a nuevos huéspedes humanos®. Un
ejemplo ilustrativo de esta dindmica es el caso del paciente portador de la variante 4 (o
PV-H en el capitulo Il) del plasmido (Fig. 12, paciente TGY). En este paciente, inicialmente
se detectd una K. pneumoniae ST11/pOXA-48 en octubre de 2014, y 11 dias después se
aislo una cepa de E. coli (STA57) portadora de la misma variante de pOXA-48. Ademas,
durante un nuevo ingreso 17 meses mas tarde, se recuperdé del microbioma intestinal del
mismo paciente una E. coli de distinto ST (ST1722). Esta E. coli ST1722 portaba la misma
variante de pOXA-48 (variante 4) que la aislada de los otros clones del paciente. La
presencia de la misma variante de pOXA-48 en distintos clones del paciente sugiere que
el paciente estuvo colonizado durante todo el periodo por enterobacterias portadoras de
pOXA-48, y que el plasmido probablemente se habria desplazado desde la K. pneumoniae
ST11 a otros clones de E. coli residentes en el intestino del paciente. También detectamos
qgue la mayoria de los eventos atribuidos a la transmision entre pacientes se originaron
en un pequefio subconjunto de pacientes (Fig. 10). Este resultado pone de manifiesto el
posible papel de los pacientes superdiseminadores en la transmisién nosocomial de las

CRE®.

A Transmisi6n indirecta B

/—‘ @ » } N
7 \\
CRE CRE 7 \
[ \
-~ Transmision directa -~ (
k) s \ /
) o /
Paciente A : Paciente B AN - /"’/

Transmisién indirecta

FIGURA 22. Representacion de las dindmicas de transmisién de la resistencia mediada
por plasmido pOXA-48 en enterobacterias.

A) Representaciéon de la transmision de clones CRE. La transmision indirecta incluye
reservorios ambientales del hospital (representados mediante un icono de una pila) y
trabajadores del centro hospitalario (representados por un icono de persona verde con
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una cruz roja). La transmision directa entre pacientes se simboliza por una flecha directa
entre los dos pacientes. B) Evento de transmisidon horizontal de la resistencia mediada
por plasmidos con genes AMR (circulo y caja azul respectivamente) entre las bacterias
residentes en el intestino de los pacientes.

Existen ciertas limitaciones asociadas a nuestro estudio: En primer lugar, debido al disefio
del estudio R-GNOSIS, solo se recuperd un aislado por especie bacteriana y punto
temporal de los pacientes. Esto hace que la diversidad genética esta probablemente muy
infraestimada en nuestro estudio. No obstante, la herramienta SCOTTI tiene en cuenta
esta carencia®®®. En segundo lugar, no pudimos acceder a los metadatos sobre el uso de
antibioticos en todos los pacientes estudiados. Por lo tanto, no pudimos investigar como
afectaban los tratamientos antibiéticos a los riesgos de colonizacién por enterobacterias
portadoras de pOXA-48 y de transferencia de plasmidos entre pacientes. En tercer lugar,
dos aspectos clave para el éxito de este estudio fueron el alto grado de conservacion de
la secuencia del plasmido pOXA-48 y el fuerte vinculo entre este plasmido y el gen blaoxa-
48. Estas son caracteristicas particulares de pOXA-48 y blaoxa-as, ¥ pueden limitar la
aplicacién de nuestro enfoque al estudio de la epidemiologia de otras carbapenemasas.
Por ejemplo, la variacion de los plasmidos y la frecuente transposicion entre plasmidos
de blakec dificulta el andlisis epidemioldgico de los plasmidos que codifican
KPC®8169.277,338 por (ltimo, sélo utilizamos datos de secuencias de lectura larga de un
pequefio subconjunto de aislados/plasmidos, pero un mayor nimero de muestras
analizadas mediante la tecnologia de secuenciacién de lectura larga podria haber
mejorado la resolucion de nuestro analisis.

Un aspecto importante del estudio descrito en el capitulo I, es el de informar sobre la
mejora de las estrategias de intervencion destinadas a controlar la propagacion de la
resistencia a los antibidticos carbapenémicos en los hospitales. Los resultados obtenidos
pueden ayudar en el disefio de intervenciones para controlar la diseminacién de OXA-48
en dos niveles: (1) Los resultados, en linea con otros estudios6%196:201.282,335 demuyestran
que la propagacion de enterobacterias portadoras de pOXA-48 entre pacientes en el
hospital estd mediada principalmente por clones de alto riesgo comunmente asociados
con infecciones nosocomiales. Estos clones residen en el entorno hospitalario y son
capaces de sobrevivir en el medio ambiente, creando reservorios estables, a menudo

relacionados con las superficies de las habitaciones y los bafios34°343 y que pueden ser
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puntos calientes de transmision (Fig. 11). Por lo tanto, proponemos que las medidas para
detectar y controlar los reservorios ambientales y los puntos calientes de transmisiéon
podrian prevenir la diseminacién de pOXA-48 entre los pacientes. (2) Por otro lado, los
resultados sugieren que parte del éxito de pOXA-48 se basa en su capacidad de
conjugacion. Por lo que controlar la transferencia horizontal del plasmido dentro de los
pacientes mediante el bloqueo de la conjugacion del pldsmido3** o incluso la eliminacion

0345,346

del plasmid , podria ayudar a la prevencion de la transferencia de la resistencia.

9.2 Sobre la evolucion de la resistencia mediada por pOXA-48

En el capitulo Il nos centramos en estudiar la evolucidn de la resistencia a antibioticos
mediada por los plasmidos pOXA-48 en el intestino de pacientes hospitalizados en el
HURYC (Madrid, Espafia).

Muchos de los mecanismos de resistencia a antimicrobianos estan asociados con un

coste en el fitness3%.

La correlacion entre el fitness bacteriano y la AMR afecta
directamente las dindmicas evolutivas de |la resistencia a antimicrobianos y ha sido objeto
de estudio durante los Ultimos afios3'%34’, Sin embargo, a pesar de que los pldsmidos son
uno de los vehiculos mas importantes para la adquisicion de AMR en muchos patdgenos
importantes, el efecto de esta correlaciéon en la evolucion de la AMR mediada por
plasmidos sigue sin estar claro. Diversos estudios muestran como la expresion génica de
la AMR es una de las principales causas de los costes en el fitness bacteriano asociado a
los plasmidos?33309-311 | que sugiere que el equilibro fitness-AMR descrito en el capitulo
Il (ver Fig. 23) afecta la evolucion de la AMR mediada por plasmidos de forma general.

Los resultados obtenidos en el capitulo Il pueden llevarnos a interpretar que, en ausencia
de presion antibidtica, la seleccion natural favorece las mutaciones que inactivan los
genes de resistencia codificados en plasmidos o incluso la pérdida de los mismos. Sin
embargo, esta interpretacion puede verse afectada por dos lineas de evidencia: (1)
Detectamos la coexistencia de subpoblaciones portadoras de distintas PV en un mismo
paciente (JWC). Esta coexistencia podria ayudar a las bacterias resistentes a sortear las
limitaciones evolutivas impuestas por el equilibrio entre fitness y AMR. Ademas, la

estabilidad de la coexistencia podria verse afectada por los tratamientos antibiéticos, que

suelen ser frecuentes en pacientes hospitalizados. Nuestros resultados, junto con los
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hallazgos de otros estudios recientes!??2°8348 muestran que la diversidad genética
promueve la evolucion de la AMR. No obstante, la mayor parte de las investigaciones
realizadas hasta la fecha sobre la evolucidn de la resistencia a los carbapenemas mediada
por plasmidos (incluido los estudios del capitulo | y Il) no han puesto el foco en la
diversidad genética de los pacientes. (2) En segundo lugar, altas tasas de HGT (como las
descritas en el capitulo 127°) podrian contribuir al mantenimiento del pldsmido en el
microbioma intestinal de los pacientes a través de la dindmica fuente-sumidero??°. Esto
también podria contribuir a sortear las limitaciones impuestas por el equilibrio entre
fitness y AMR, donde un flujo constante de plasmidos a distintos huéspedes bacterianos
podria favorecer la adaptacion de nuevas asociaciones plasmid-bacteria?®. Esta dindmica
queda ejemplificada en nuestros resultados, donde primero describimos un evento de
conjugacion in vivo de pOXA-48 mediada por un clon de E. coli aislado en el paciente HKH
(capitulo 1). Y mas tarde, en el capitulo I, describimos la evolucién de pOXA-48 en el

mismo clon del mismo paciente.

Seleccidn antibiotica

el

.-Cromosoma

_gen AMR

__Plasmido

=

FIGURA 23. Esquema representativo de las trayectorias evolutivas de los plasmidos
pOXA-48.

Notese el equilibrio entre la resistencia a los antibidticos y el coste plasmidico en el fitness

bacteriano modulado por el tratamiento con antibidtico.

Teniendo todo lo anterior en cuenta, pocos trabajos hasta la fecha estudian la evolucién
de la AMR mediada por plasmidos directamente en cepas clinicas. Nuestros resultados
muestran que, aunque la cepa de laboratorio E. coli J53 proporciona predicciones

cualitativas razonablemente buenas de los efectos de los PV, los costes de fitness
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asociados a los plasmidos tienden a ser mucho mas altos que en las bacterias silvestres
(Fig. 19 By Fig. 21 B). Esta diferencia en el fitness podria verse reflejada en otros fenotipos
como el de la resistencia y podria llevar a predicciones erréneas sobre la supervivencia
de las cepas AMR en el intestino de los pacientes. Este efecto puede verse magnificado
por la complejidad de la mayoria de las comunidades bacterianas. Por eso, tener en
cuenta aspectos ecoldgicos y evolutivos en el estudio de los mecanismos de resistencia a

antimicrobianos, nos permitira producir predicciones mas precisas y ayudard a

desarrollar mejores estrategias de intervencién contra la AMR en entornos clinicos.
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10 Conclusiones

Las conclusiones de esta tesis doctoral son las siguientes:

1.

La transmisidn entre pacientes de la resistencia a antibidticos carbapenémicos
mediada por plasmidos pOXA-48 en el Hospital Universitario Ramoén y Cajal
durante los aflos 2014-2016 esta principalmente mediada por clones de Klebsiella
pneumoniae ST11 (y en menor medida ST307 y ST15) y esporadicamente por

clones de Escherichia coli ST10.

Hemos detectado potenciales eventos de transmision de la resistencia a
antibioticos carbapenémicos mediada por cepas portadores de plasmidos pOXA-
48 en los servicios de neurologia, gastroenterologia, neumologia y urologia del
Hospital Universitario Ramoén y Cajal. La transmision ocurre (1) dentro de los
servicios, destacando por el nimero de casos en el servicio de Neurologia, y
también (2) entre los servicios de neurologia y gastroenterologia y de neumologia

y urologia.

Detectamos eventos de transferencia horizontal de plasmidos pOXA-48 en el
intestino de pacientes hospitalizados en el Hospital Universitario Ramon vy Cajal.
Los datos sugieren que el plasmido se disemina de forma generalizada entre la

microbiota del intestino de todos los pacientes colonizados.

Identificamos 35 variantes del pldsmido pOXA-48 en la coleccién de 224
enterobacterias, aislados de 12 especies distintas. Una de las variantes (PV-I) fue

la mas representativa (identificada en el 67% de los casos).

Revelamos eventos de evolucion in vivo en plasmidos pOXA-48 en el intestino de

los pacientes hospitalizados en el Hospital Universitario Ramén y Cajal.

La evolucidén de los plasmidos pOXA-48 en el intestino de los pacientes da lugar a
dos tipos de variantes: i) unas con una elevada resistencia, pero alto coste en el

fitness en ausencia de antibidticos, y otras de baja resistencia y bajo coste. En este
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escenario, la frecuencia de los tratamientos antibiéticos determina la seleccion

de estas variantes en la microbiota intestinal.
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12 Anexo

12.1 Tabla Anexo 1. Descripcién las cepas clinicas aisladas en el Hospital Universitario Ramén y Cajal.

Datos obtenidos de las citas?/%?’, En la tabla NA indica datos desconocidos. En la columna Aislado las siguientes abreviaturas corresponden a: C.
amalonaticus a Citrobacter amalonaticus, C. freundii a Citrobacter freundii, C. koseri a Citrobacter koseri, E. aerogenes a Enterobacter aerogenes,
E. cloacae a Enterobacter cloacae, E. coli a Escherichia coli, K. oxytoca a Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae a Klebsiella pneumoniae, K.
guasipneumoniae a Klebsiella quasipneumoniae, K. variicola a Klebsiella variicola y K. ascorbata a Kluyvera ascorbata. La columna Paci. Indica el
codigo de tres letras utilizado para cada paciente. Enla columna PV_caracteristicas se indica seguido de “SNPs->" la posicion de los SNPs rastreables
utilizados en el capitulo | estdn subrayadas (respecto al plasmido pOXA-48 aislado de la cepa K8 usado como referencia). También se indica la
substitucion seguida de la base de la referencia. Seguido de “INS->" se indica si se ha detectado alguna insercion. En el caso que se detecte se
indica mediante la posicidon de la insercion y el gen representativo de la insercion. Seguido de “DEL->" se indica si se ha detectado una delecion
indicando la posicion de la delecion si se diese. Notese que en la tabla estan incluidas las dos versiones de Klebsiella pneumoniae del aislado K165

(paciente JWC).
Cepa | Aislado Paci. Fecha aislado (dia/mes/afio) | PVs | PV_caracteristicas
y servicio

K83 K. pneumoniae_ST628 HKH 14/10/14_en_Neumologia | E SNPs->22.416-C:T;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369
K84 K. pneumoniae_ST628 HKH 22/10/14 _en_Neumologia | E SNPs->22.416-C:T;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369
K90 K. pneumoniae_ST11 TGY 23/10/14_en_Neumologia | H SNPs->50.468-A:C;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K109 | K. pneumoniae_ST11 LPW 9/12/14 en_Neumologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K150 | K. oxytoca ST- ZDY 28/5/15_en_Gastrologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K163 | K. pneumoniae_ST307 | JWC 8/6/15_en_Urologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K164 | K. pneumoniae_ST307 | JWC 10/6/15_en_Urologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K166 | K. pneumoniae_ST307 | JWC 18/8/15_en_Urologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K171 | K. pneumoniae_ST405 | KYY 17/6/15_en_Neumologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K187 | K. pneumoniae_ST392 | ZGX 9/7/15_en_Urologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
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K188 | K. pneumoniae_ST392 | ZGX 13/7/15_en_Urologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

K207 | K. pneumoniae_ST15 JRV 18/8/15_en_Gastrologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

KA2 K. ascorbata_ST- DXH 22/4/14 en_Neumologia 8 SNPs->45.042-T:TA;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369

KA5 K. ascorbata_ST- YWH 26/9/14 _en_Neumologia 8 SNPs->45.042-T:TA;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369

035 K. pneumoniae_ST34 WUU | 23/6/14 _en_NA NA | NA

P47 K. pneumoniae_ST15 EIA 11/8/14 _en_Gastrologia 1 SNPs->22.416-C:T,26.610-A:G;INS->No_detectado;DEL-
>14.883-16.369

R9 K. variicola_ST971 YWH 26/9/14 en_NA 4 SNPs->30420-T:G;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369

R10 K. ascorbata_ST- YWH 26/9/14 _en_NA 8 SNPs->45.042-T:TA;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369

R50 K. pneumoniae_ST307 | QYW | 9/10/14_en_NA | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

S7 K. YUE 20/10/14_en_Neumologia | 6 SNPs->40.996-A:G;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369

quasipneumoniae_ST11
91

S8 E. coli_ST23 YUE 20/10/14 _en_NA 6 SNPs->40.996-A:G;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369

S13 E. coli_ST388 QYW | 20/10/14_en_NA | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

S17 E. coli_ST388 QYW | 20/10/14_en_Neurocirugia | | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

S40 C. freundii_ST- YUE 27/10/14 _en_NA 6 SNPs->40.996-A:G;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369

C67 E. coli_ST- RTQ 30/4/14_en_NA NA | NA

Co96 E. coli_ST1196 XIA 13/5/14_en_Urologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

C128 E. coli_ST46 WUU | 10/6/14 _en_NA NA | NA

C152 | E. coli_ST68 HAX 20/6/14 en_NA 12 | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->14.883-
16.369;30.591-32.394

C153 | E.coli_ST68 HAX 23/6/14 _en_Gastrologia 12 | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->14.883-
16.369;30.591-32.394

C163 | E. coli_ST453 ZDY 27/6/14 _en_Gastrologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
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C184 | E. coli_ST68 HAX 17/7/14 _en_Gastrologia 12 | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->14.883-
16.369;30.591-32.394
C206 | E. coli_ST399 EIA 31/7/14 en_Gastrologia 1 SNPs->22.416-C:T,26.610-A:G;INS->No_detectado;DEL-
>14.883-16.369
C239 | E.coli_ST156 IGJ 3/9/14 en_Neurocirugia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
C272 E. coli_ST398 YWH 10/10/14_en_Neumologia 10 SNPs->6161-A:C;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369
C288 | E.coli_ST744 HKH 14/10/14_en_Neumologia SNPs->22.416-C:T;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369
C289 | E.coli_ST744 HKH 22/10/14_en_Neumologia SNPs->22.416-C:T,65384-GA:G;INS->No_detectado;DEL-
>14.883-16.369
C310 | E.coli_ST23 YUE 31/10/14_en_Neumologia | 6 SNPs->40.996-A:G;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369
C527 | E. coli_ST453 ZDY 28/5/15_en_Gastrologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
C572 E. coli_ST212 JWC 10/8/15_en_NA NA | NA
C573 | E. coli_ST2600 JWC 18/8/15_en_Urologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
C586 | E.coli_ST- KYY 17/6/15_en_Neumologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
C609 | E. coli_ST99 ZGX 9/7/15_en_Urologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
C610 | E.coli_ST99 ZGX 13/7/15_en_Urologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
C642 | E.coli ST10 JRV 13/8/15_en_Gastrologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
C643 | E. coli_ST10 JRV 18/8/15_en_Gastrologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
CF12 | C. freundii_ST22 YUE 31/10/14_en_Neumologia | 6 SNPs->40.996-A:G;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369
CF13 | C. freundii_ST22 YUE 17/10/14_en_Neumologia | 6 SNPs->40.996-A:G;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369
CF15 | C. freundii_ST- LPW 9/12/14 en_Neumologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K18 K. pneumoniae_ST322 | RTQ 24/4/14 _en_NA NA | NA
K24 K. pneumoniae_ST11 WXQ | 5/5/14 en_Gastrologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K31 K. pneumoniae_ST11 XIA 13/5/14_en_Urologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K47 K. pneumoniae_ST11 IG) 28/8/14 _en_Neurocirugia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K51 K. pneumoniae_ST11 IG) 3/9/14_en_Neurocirugia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
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K52 K. pneumoniae_ST11 IG) 17/9/14 _en_Neurocirugia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K65 K. variicola_ST388 QYW | 23/10/14_en_NA 16 | SNPs->30420-T:G;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K73 K. variicola_ST388 YWH 10/10/14_en_Neumologia | 16 | SNPs->30420-T:G;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K8 K. pneumoniae_ST11 QT 25/3/14 en_Urologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K88 K. pneumoniae ST11 FIB 23/10/14 _en_Gastrologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K89 K. pneumoniae_ST11 FIB 27/10/14 _en_Gastrologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K93 K. pneumoniae_ST11 VUC 29/10/14 _en_Gastrologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K94 K. pneumoniae_ST11 DAQ | 30/10/14 _en_NA NA | NA
KA1 K. ascorbata_ST- EBN 8/4/14 _en_Gastrologia 7 SNPs->42.116-T:G,45.042-T:TA;INS->No_detectado;DEL-
>14.883-16.369
K1 K. pneumoniae_ST11 DYN 14/3/14_en_Neurocirugia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K116 | K. pneumoniae_ST11 FTP 28/1/15_en_Neumologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K127 | K. pneumoniae_ST11 EKW | 24/2/15_en_Neumologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K132 | K. pneumoniae_ST15 LIE 12/3/15_en_NA NA | NA
K133 | K. pneumoniae_ST15 LIE 20/3/15_en_NA NA | NA
K147 | K. pneumoniae _ST11 |ZX 8/4/15 _en_Urologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K15 K. pneumoniae_ST11 QXH 22/4/14 en_Urologia 20 | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->5.201-5.913
K151 | K. pneumoniae_ST11 WDV | 18/8/15_en_Neumologia N SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->9.392-10.160
K152 | K. pneumoniae_ST11 WDV | 21/8/15_en_Neumologia N SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->9.392-10.160
K153 | K. pneumoniae_ST11 WDV | 18/9/15_en_Neumologia N SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->9.392-10.160
K160 | K. pneumoniae_ST11 AOG 5/6/15_en_Neumologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K161 | K. pneumoniae_ST11 AOG 12/6/15_en_Neumologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K162 | K. pneumoniae_ST11 AOG 11/9/15_en_Neumologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K167 | K. pneumoniae_ST34 VXF 19/6/15_en_NA NA | NA
K172 | K. pneumoniae_ST307 | TAW 16/6/15_en_Neumologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
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K173 | K. pneumoniae_ST307 | TAW 19/6/15_en_Neumologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K174 | K. pneumoniae_ST307 | TAW | 7/7/15_en_Neumologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K197 | K. pneumoniae_ST11 IUB 21/7/15_en_Neumologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K198 | K. pneumoniae_ST307 MCZ 22/7/15_en_Neurocirugia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K199 | K. pneumoniae_ST307 MCZ 27/7/15_en_Neurocirugia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K2 K. pneumoniae_ST11 MRT | 21/3/14_en_Neumologia 19 | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->30.467-32.393
K202 | K. pneumoniae_ST11 VZ0 11/9/15_en_Neumologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K208 | K. pneumoniae_ST1694 | WTX 14/8/15_en_Neumologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K219 | K. pneumoniae_ST15 LKS 27/8/15_en_Gastrologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K221 | K. pneumoniae_ST151 | OUZ 2/9/15 _en_Urologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K229 | K. pneumoniae_ST11 WDV | 18/12/15_en_Neumologia | B SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->32.523-
45.514;9.392-10.160
K235 | K. pneumoniae_ST307 | IWH 22/9/15_en_Urologia 18 | SNPs->45.089-T:C;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K236- | K. pneumoniae_ST11 AQE 14/12/15_en_Neurocirugia | | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
1
K237 | K. pneumoniae_ST11 Qus 24/9/15 _en_Urologia H SNPs->50.468-A:C;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K238 | K. pneumoniae_ST11 Qus 28/9/15_en_Urologia H SNPs->50.468-A:C;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K243 | K. pneumoniae_ST15 DSO 1/10/15_en_Urologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K244 | K. pneumoniae_ST15 DSO 6/10/15_en_Urologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K25 K. pneumoniae_ST11 MPS 5/5/14_en_Neumologia J SNPs->59.983-A:C;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K259 | K. pneumoniae_ST11 PKO 6/11/15_en_Neurocirugia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K26 K. pneumoniae_ST11 MPS 6/5/14_en_Neumologia J SNPs->59.983-A:C;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K260 | K. pneumoniae_ST11 PKO 23/11/15_en_Neurocirugia | | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K263 | K. pneumoniae_ST11 VUP 23/10/15_en_Neurocirugia | | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K264 | K. pneumoniae_ST11 AAQ 26/10/15_en_Neurocirugia | | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K265 | K. pneumoniae_ST11 AAQ 2/11/15_en_Neurocirugia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
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K266 | K. pneumoniae_ST11 AAQ 6/11/15_en_Neurocirugia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K267 | K. pneumoniae_ST11 AAQ 20/11/15_en_Neurocirugia | | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K268 | K. pneumoniae_ST11 AAQ 27/11/15_en_Neurocirugia | | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K269 | K. pneumoniae_ST11 XLQ 27/10/15_en_Neurocirugia | | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K270 | K. pneumoniae_ST11 XLQ 23/11/15_en_Neurocirugia | | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
C614 | E. coli_ST607 ETW 16/7/15_en_Gastrologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K271 | K. pneumoniae_ST11 XLQ 28/12/15 _en_Neurocirugia | | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
C165 | E.coli_ST10 YJX 3/7/14_en_Gastrologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K273 | K. pneumoniae_ST14 FLM 28/10/15_en_Gastrologia L SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->14.883-
16.369;30.441-40.416
C166 | E.coli_ST10 YIX 10/7/14_en_Gastrologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K28 K. pneumoniae_ST11 SQC 6/5/14_en_Gastrologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
C18 E. coli_ST355 RUV 17/3/14_en_NA NA | NA
K280 | K. pneumoniae_ST11 VPX 6/11/15_en_Neurocirugia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K281 | K. pneumoniae_ST11 VPX 20/11/15_en_Neurocirugia | | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
C325 | E.coli_ST137 RUI 24/11/14 en_Gastrologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K289 | K. pneumoniae_ST15 CWA | 3/12/15_en_NA NA | NA
Cl64 | E.coli_ST453 ROX 26/6/14 _en_Neumologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K29 K. pneumoniae_ST11 SQC 8/5/14_en_Gastrologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
C646 | E. coli_ST10 HKO 18/8/15_en_Gastrologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K293 | K. pneumoniae_ST11 AOQOE 10/12/15_en_Neurocirugia | | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
C662 | E.coli_ST10 WFZ 11/9/15_en_Neumologia 3 SNPs->24298-A:G;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369
C667 | E.coli_ST10 ouz 2/9/15_en_Urologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K294 | K. pneumoniae_ST11 NQR 3/12/15_en_Neurocirugia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
C704 | E. coli_ST2522 MBD | 18/9/15_en_Gastrologia D SNPs->37.979-T:C,63.876-T:G;INS->7.018_CTX-M-15;DEL-

>No_detectado
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K295 | K. pneumoniae_ST11 NQR 11/12/15_en_Neurocirugia | | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

C717 | E.coli_ST10 DSO 1/10/15_en_Urologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

K296 | K. pneumoniae_ST307 | DWV | 9/12/15 en NA NA | NA

C718 | E.coli_ST10 DSO 6/10/15_en_Urologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

K297 | K. pneumoniae_ST307 | DWV | 15/12/15 en_NA NA | NA

K298 | K. pneumoniae_ST11 MGW | 10/12/15_en_Gastrologia C SNPs->34.260-C:T;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

C728 | E.coli_ST10 CPJ 7/10/15_en_Gastrologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

K301 | K. WXI 4/2/16_en_Gastrologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

quasipneumoniae_ST-

C752 | E.coli_ST10 WIK 5/11/15_en_Gastrologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

K306 | K. pneumoniae_ST307 UKC 2/2/16_en_Neumologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

C777 | E.coli_ST6083 NQR 11/12/15_en_Neurocirugia | | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

K308 | K. pneumoniae_ST11 FLU 13/1/16_en_Gastrologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

C778 | E.coli_ST354 DWV | 9/12/15 _en_Neumologia 1 SNPs->22.416-C:T,26.610-A:G;INS->No_detectado;DEL-
>14.883-16.369

C779 | E.coli_ST354 DWV | 12/12/15 en_Neumologia |1 SNPs->22.416-C:T,26.610-A:G;INS->No_detectado;DEL-
>14.883-16.369

K309 | K. pneumoniae_ST15 KPC 18/1/16_en_Neumologia 1 SNPs->22.416-C:T,26.610-A:G;INS->No_detectado;DEL-
>14.883-16.369

C781 | E.coli_ST44 MGW | 10/12/15_en_Gastrologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

K312 | K. pneumoniae_ST11 LCN 18/1/16_en_Neurocirugia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

C784 | E.coli_ST137 WLP 15/12/15_en_Neumologia | | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

K313 | K. pneumoniae_ST11 PLA 18/1/16_en_Neurocirugia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

C790 | E.coli_ST354 TRD 16/12/15_en_Neumologia |1 SNPs->22.416-C:T,26.610-A:G;INS->No_detectado;DEL-
>14.883-16.369

K314 | K. pneumoniae_ST307 | LBG 3/2/16_en_Neumologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
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K315 | K. pneumoniae_ST307 EUY 9/2/16_en_Urologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

C837 E. coli_ST23 MOX 23/2/16_en_Urologia 1 SNPs->22.416-C:T,26.610-A:G;INS->No_detectado;DEL-
>14.883-16.369

K317 | K. pneumoniae_ST11 XQO 19/2/16_en_Neumologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

CF6 C. koseri_ST- WGN | 28/7/14 _en_Gastrologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

K318 | K. pneumoniae_ST307 KZE 12/2/16_en_Neumologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

E17 E. cloacae_ST598 GKY 17/9/14 en_Urologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

K319 | K. pneumoniae_ST11 WMM | 17/2/16_en_Neurocirugia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

E18 E. cloacae_ST- MLP 3/9/14_en_NA NA | NA

E23 E. aerogenes_ST- 11X 4/11/14_en_NA NA | NA

E24 E. aerogenes_ST- PEI 18/11/14_en _NA NA | NA

K323 | K. pneumoniae_ST11 MZD 25/2/16_en_Gastrologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

E26 E. cloacae_ST272 IXY 11/2/15_en_Gastrologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

K324 | K. pneumoniae_ST11 MZD 3/3/16_en_Gastrologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

E31 E. cloacae_ST250 ROC 7/5/15_en NA NA | NA

K326 | K. pneumoniae ST11 AHT 17/3/16_en_Neurocirugia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

E40 E. cloacae_ST96 MMD | 11/8/15_en_Gastrologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

K36 K. pneumoniae_ST11 WXQ | 9/7/14 en_Gastrologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

E41 E. aerogenes_ST- SHM | 25/8/15 _en_NA NA | NA

K39 K. pneumoniae_ST11 WTZ 17/7/14_en_Neurocirugia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

K4 K. pneumoniae_ST11 uQQ | 21/3/14 _en_Neumologia 14 | SNPs->21.859-A:G;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

K57 K. pneumoniae_ST11 INY 4/9/14_en_Neumologia H SNPs->50.468-A:C;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

K58 K. pneumoniae_ST11 DAQ | 7/11/14 en_NA NA | NA

K59 K. pneumoniae_ST11 KNM | 5/9/14_en NA NA | NA

K60 K. pneumoniae_ST405 QGM | 5/9/14 en_Gastrologia 9 SNPs->53.269-T:A;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369

138




L41 E. coli_ST549 WXQ | NA_en_NA NA | NA

N33 Raoultella_ST69 HAX 27/7/16_en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
Q38 E. coli_ST46 WUU | 8/9/14_en_NA NA | NA

R24 K. oxytoca_ST2 LPW 2/10/14_en_Neumologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
R25 K. pneumoniae ST11 LPW 2/10/14 _en_NA | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
R60 E. cloacae_ST484 YUE NA _en_NA NA | NA

S53 E. coli_ST457 TGY 3/11/14_en_Neumologia H SNPs->50.468-A:C;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
V65 E. coli_ST46 WUU | 10/2/15_en_NA NA | NA

X6 K. pneumoniae_ST11 HAX 16/3/15_en_Gastrologia | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
729 E. coli_ST453 ZDY 28/5/15 en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
Z39 K. oxytoca ST- ZDY 28/5/15_en_Gastrologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
Baster | K. pneumoniae_ST392 | ZGX 7/7/15_en _NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
isk5

Baster | E. coli_ST99 ZGX 7/7/15_en NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
isk6

Caster | E. coli_ST2600 JWC 8/7/15_en NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
isk44

H73 K. pneumoniae_ST11 HAX 18/1/16_en_NA 17 | SNPs->44.432-T:G;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
178 E. coli_ST1722 TGY 22/3/16_en_NA H SNPs->50.468-A:C;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
Kaster | E. coli_ST549 WXQ | 15/11/13 _en NA NA | NA

isk69

Kaster | K. pneumoniae ST11 WXQ | 15/11/13 en_NA | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
isk70

K17 Raoultella_ST- DXH 22/4/14 en_Neumologia F SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369
K76 K. pneumoniae_ST11 YWR 20/11/13 _en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
G21 K. pneumoniae_ST11 FCH 17/7/12_en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
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K78 K. pneumoniae_ST11 EXJ 23/11/13 _en_NA F SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369

G55 E. cloacae_ST522 KMG | 7/8/12_en_NA M SNPs->6.783-G:T,22.416-C:T;INS->No_detectado;DEL->14.883-
16.369

K79 K. variicola_ST- VPQ 25/11/13_en_NA 2 SNPs->22.416-C:T,60026-A:C;INS->No_detectado;DEL->14.883-
16.369

G9 K. pneumoniae_ST405 DIU 2/7/12_en_NA 21 SNPs->10.146-C:T;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369

H21 E. cloacae_ST522 KMG | 24/9/12_en_NA M SNPs->6.783-G:T,22.416-C:T;INS->No_detectado;DEL->14.883-
16.369

H53 K. pneumoniae_ST487 KMG 8/10/12_en_NA G SNPs->22.416-C:T,28.222-A:G;INS->No_detectado;DEL-
>14.883-16.369

119 K. pneumoniae_ST405 | VWI 25/1/13_en_NA F SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369

157 K. variicola_ST971 WZF 20/8/13_en_NA F SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369

Jel K. pneumoniae_ST307 NBD 26/8/13_en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

J66 K. pneumoniae_ST307 NBD 2/9/13 _en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

L2 K. pneumoniae_ST405 | EVU 28/11/13_en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

172 C. amalonaticus_ST- FCH 16/9/13_en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

L27 K. pneumoniae_ST11 YVV 12/11/13 _en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

L38 E. coli_ST453 WZF 13/12/13 _en_NA 5 SNPs->40.369-AG:A;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369

L39 K. oxytoca_ST- WZF 13/12/13_en_NA F SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369

K101 | K. pneumoniae_ST11 YNC 13/11/14_en_NA NA | NA

L44 K. pneumoniae_ST11 PZW 23/12/13_en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

L74 K. pneumoniae ST11 EGE 16/1/14 _en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado

M60 K. ascorbata_ST- GFL 25/2/14 en_NA F SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369

M65 E. cloacae_ST171 KWP 24/2/14 en_NA 13 | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->14.883-
16.369;32.530-46.461

M66 E. coli_ST131 BRG 24/2/14 _en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
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N11 E. coli_ST155 WIX 12/3/14_en_NA E SNPs->22.416-C:T;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369
N22 K. pneumoniae_ST307 | WIX 17/3/14_en_NA 15 | SNPs->22.416-C:T;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
enye? | K. pneumoniae_ST11 ZHT 25/4/14 en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
2
N23 K. pneumoniae_ST11 DKO 14/3/14 _en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
N24 E. coli_ST3024 DKO 14/3/14 _en_NA | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
enye?2 | E. coli_ST453 YEX 28/4/14 en_NA | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
7
enye3 | K. pneumoniae ST11 TCB 3/5/14 en NA | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
4
enye3 | E. coli_ST393 TCB 3/5/14 en_NA | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
5
N36 K. pneumoniae_ST307 | YLG 19/3/14_en_NA E SNPs->22.416-C:T;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369
N45 K. pneumoniae_ST11 BXD 24/3/14_en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
N46 E. coli_ST10 BXD 24/3/14_en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
N6 C. koseri_ST- AOQI 10/3/14_en_NA F SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369
044 E. coli_ST131 QHY 30/6/14_en_NA E SNPs->22.416-C:T;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369
050 C. freundii_ST62 YLG 30/6/14 _en_NA | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
065 E. coli_ST131 HOQ | 9/7/14_en_NA 11 | SNPs->65398-A:G;INS->No_detectado;DEL->9.392-
10.160;14.883-16.369
P26 K. oxytoca_ST15 NDY 4/8/14 _en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
P27 E. coli_ST1674 NDY 4/8/14 en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
P45 K. oxytoca_ST971 PLV 11/8/14 _en_NA F SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369
P76 K. pneumoniae_ST11 HRL 27/8/14 en_NA | SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
P77 E. coli_ST1011 HRL 27/8/14 en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
L45 K. pneumoniae_ST11 RNF 23/12/13_en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
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K321 | K. pneumoniae_ST392 EJS 19/2/16_en_Neumologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K34 K. pneumoniae_ST11 FCH 16/10/13_en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
ES57 E. cloacae_ST522 KMG | 11/3/12_en_NA M SNPs->6.783-G:T,22.416-C:T;INS->No_detectado;DEL->14.883-
16.369
E63 E. aerogenes_ST11 UHM | 22/3/12_en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
E73 K. pneumoniae_ST11 UHM | 2/4/12_en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
E74 K. pneumoniae ST11 UHM | 28/3/12_en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
E76 K. pneumoniae_ST11 UHM | 2/4/12_en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
F14 K. pneumoniae_ST11 PLO 16/4/12_en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K62 K. pneumoniae_ST11 RNF 11/11/13_en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
F48 K. pneumoniae_ST11 GXA 5/6/12_en NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K63 E. coli_ST1406 BLO 11/11/13 _en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
Gl14 E. cloacae_ST522 KMG | 9/7/12_en_NA M SNPs->6.783-G:T,22.416-C:T;INS->No_detectado;DEL->14.883-
16.369

K64 K. variicola_ST971 BLO 8/11/13_en_Neurocirugia 4 SNPs->30420-T:G;INS->No_detectado;DEL->14.883-16.369
F65 E. coli_ST88 BRG 19/6/12_en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K74 K. pneumoniae_ST11 SIH 15/11/13 _en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
F73 K. pneumoniae ST11 OKN 26/6/12_en_NA I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
K165- | K. pneumoniae_ST307 | JWC NA_en_Urologia A SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->10.160-10358
2

K165- | K. pneumoniae_ST307 | JWC NA_en_Urologia I SNPs->No_detectado;INS->No_detectado;DEL->No_detectado
1
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12.2 Tabla Anexo 2. Descripcidn de SNPs en las PVs caracterizadas en el capitulo Il.

En la columna Posicion, los SNPs rastreables utilizados en el capitulo | estan subrayadas. En la columna Tipo, snp indica SNPs, ins inserciones
detectadas por el programa Snippy, de deleciones detectadas por el programa Snippy. En la columna Tipo SNP, synonymous se refiere a SNPs
sindnimos, missense a no-sinénimos, stop a que introducen un coddn stop y other a otros cambios como SNPs intergénicos, cambios de pauta de
lectura o pequefios indels. En la columna Cambio se indica la posicion del cambio seguido del cambio respecto a la referencia (usando como
referencia la posicion de la PV-I aislada de la cepa K8, indicando la posicién a continuacion de una c. ). En la columna Producto se indican las
proteinas afectadas con su nombre cuando se lo conoce, en caso de ser una proteina hipotética se indica con HP seguido de un numero. En la
tabla, NA indica datos desconocidos. En la columna Paciente se indica cada paciente mediante un cédigo de tres letras individualizado para cada
paciente. Datos obtenidos de DelaFuente et. al?*’!.

Cepa PVs Posicion Tipo Posicion aa Tipo SNP Cambio Producto Paciente
C206 1 22416 snp 50/194 synonymous ¢.1507>C HP 8 EIA
C206 1 26.610 snp 246/246 missense c.736G>A XerD EIA
C778 1 22.416 snp 50/194 synonymous ¢.150T>C HP 8 DWV
C778 1 26.610 snp 246/246 missense c.736G>A XerD DWV
C779 1 22416 snp 50/194 synonymous ¢.150T>C HP 8 DWV
C779 1 26.610 snp 246/246 missense c.736G>A XerD DWV
C790 1 22.416 snp 50/194 synonymous ¢.150T>C HP 8 TRD
C790 1 26.610 snp 246/246 missense c.736G>A XerD TRD
C837 1 22416 snp 50/194 synonymous ¢.1507>C HP 8 MOX
C837 1 26.610 snp 246/246 missense c.736G>A XerD MOX
K309 1 22.416 snp 50/194 synonymous ¢.1507>C HP 8 KPC
K309 1 26.610 snp 246/246 missense c.736G>A XerD KPC
K79 2 22.416 snp 50/194 synonymous ¢.150T7>C HP 8 VPQ
K79 2 60026 snp 942/1016 stop_gained €.2825C>A trau VPQ
C662 3 24298 snp NA other C.24943C>T HP 10 WFZ

143




K64 4 30420 snp NA other NA NA BLO
R9 4 30420 snp NA other NA NA YWH
L38 5 40.369 ins NA other NA NA WZF
C310 6 40.996 snp 174/178 missense ¢.520G>A HP 29 YUE
CF12 6 40.996 snp 174/178 missense ¢.520G>A HP 29 YUE
CF13 6 40.996 snp 174/178 missense c.520G>A HP 29 YUE
S40 6 40.996 snp 174/178 missense ¢.520G>A HP 29 YUE
S7 6 40.996 snp 174/178 missense ¢.520G>A HP 29 YUE
S8 6 40.996 snp 174/178 missense c.520G>A HP 29 YUE
KA1 7 42.116 snp NA other NA NA EBN
KA1 7 45.042 del 32/259 other c.95delA tral EBN
KA2 8 45.042 del 32/259 other c.95delA tral DXH
KAS5 8 45.042 del 32/259 other c.95delA tral YWH
R10 8 45.042 del 32/259 other c.95delA tral YWH
K60 9 53.269 snp 265/383 missense c.793A>T traN QGM
C272 10 6161 snp 211/435 synonymous €.633G>T trbA YWH
P47 10 22.416 snp 50/194 synonymous ¢.1507>C HP 8 EIA
P47 10 26.610 snp 246/246 missense c.736G>A XerD EIA
065 11 65398 snp NA other NA NA HOQ
K4 14 21.859 snp 40/114 synonymous c.120G>A HP 6 uQQ
N22 15 22416 snp 50/194 synonymous ¢.150T>C HP 8 WIX
K65 16 30420 snp NA other NA NA Qyw
K73 16 30420 snp NA other NA NA YWH
H73 17 44,432 snp 658/659 synonymous c.1974G>T NikB HAX
K235 18 45.089 snp 47/259 synonymous c.141C>T tral IWH
G9 21 10.146 shp NA other NA NA DIU
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K298 C 34.260 snp NA other NA NA MGW
C704 D 37.979 snp 53/101 synonymous c.159C>T HP 25 MBD
C704 D 63.876 snp 612/731 missense c.1834G>T traY-like MBD
C288 E 22.416 snp 50/194 synonymous ¢.150T>C HP 8 HKH
K83 E 22.416 snp 50/194 synonymous ¢.1507>C HP 8 HKH
K84 E 22.416 snp 50/194 synonymous ¢.150T>C HP 8 HKH
N11 E 22416 snp 50/194 synonymous ¢.150T>C HP 8 WIX
N36 E 22416 snp 50/194 synonymous ¢.150T>C HP 8 YLG
044 E 22.416 snp 50/194 synonymous ¢.150T>C HP 8 QHY
H53 G 22416 snp 50/194 synonymous ¢.150T>C HP 8 KMG
H53 G 28.222 snp 130/147 synonymous €.390G>A parB KMG
C289 K 22416 snp 50/194 synonymous ¢.150T>C HP 8 HKH
C289 K 65384 ins NA other NA NA HKH
K26 J 59983 snp 928/1016 missense c.2782C>A trau MPS
178 H 50.468 snp 1098/1145 missense €.3292C>A TraC TGY
K237 H 50.468 snp 1098/1145 missense €.3292C>A TraC QuB
K238 H 50.468 snp 1098/1145 missense €.3292C>A TraC QuB
K57 H 50.468 snp 1098/1145 missense €.3292C>A TraC INY
K90 H 50.468 snp 1098/1145 missense €.3292C>A TraC TGY
S53 H 50.468 snp 1098/1145 missense €.3292C>A TraC TGY
E57 M 6.783 snp 4/435 missense c.11A>C trbA KMG
ES7 M 22416 snp 50/194 synonymous ¢.150T>C HP 8 KMG
G14 M 6.783 snp 4/435 missense c.11A>C trbA KMG
G14 M 22.416 snp 50/194 synonymous ¢.1507>C HP 8 KMG
G55 M 6.783 snp 4/435 missense c.11A>C trbA KMG
G55 M 22.416 snp 50/194 synonymous ¢.150T>C HP 8 KMG
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Tabla Anexo 3 Mutaciones en las cepas clinicas utilizadas para caracterizar la evolucién intra-paciente.

Tabla modificada de DelaFuente et. al.?’* .Las referencias usadas para cada paciente son las siguientes: para el paciente HKH la referencia fue el
asilado C288 (PV-E), para el WDV el K229 (PV-B), para el JWC el aislado K165-2 (PV-A). Notese que se incluye el analisis de las cepas curadas de
pOXA-48 (cddigo cepa + curada en la tabla). Ademas, en el paciente JWC se incluyen las seis colonias secuenciadas procedentes del aislado K165
(ver apartado 8.2.4.5).

Cepa Paciente Localizacién Posicidn contig Mutacion Gen
cromosoma 520.447 AT gltD<&
cromosoma 2.138.270 C->T Ipp&

C289 cromosoma 3.277.369 C->A mrdA->

HKH cromosoma 4.701.234 G->A phoU->
pOXA-48 9.451 Al bp dgoD& / &pgaptmp_004759
C289 cromosoma 504.596 (CGCACGTAAGCAACTGC)1->2 SSpA->
curada pOXA-48 1 A63.590 bp [pgaptmp_004751]-[pgaptmp_004751]
cromosoma 3.953.815 T->C phoQ¢-
cromosoma 4.925.698 A1.200 bp pgaptmp_004823
cromosoma 677.087 G->A csrAé& / &pgaptmp_000620

K151 cromosoma 1.853.613 A777 bp pgaptmp_001793

cromosoma 4.848.107 +78 bp pgaptmp_004737->slyA&
otros 92.427 C->A silS—>
WDV otros 118.764 c>T umuD& / >ltrA
cromosoma 3.953.815 T->C phoQ¢
cromosoma 4.925.698 A1.200 bp pgaptmp_004823
cromosoma 677.087 G->A csrAé& / &pgaptmp_000620

K152 cromosoma 1.853.613 A777 bp pgaptmp_001793

cromosoma 4.848.107 +78 bp pgaptmp_004737->slyA&
otros 92.427 C->A silS—>
otros 118.764 c>T umuD& / >ltrA
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cromosoma 934.941 G->A mrkA<&
K153 cromosoma 3.565.842 T->G pmrB<
cromosoma 3.953.815 T->C phoQ¢
cromosoma 4.925.698 A1.200 bp pgaptmp_004823
K229 cromosoma 1.164.436 (AGGCGCAG)1->2 dnaG-> / >rpoD
curada pOXA-48 1 A52.373 bp [pgaptmp_005509]—[pgaptmp_005509]
cromosoma 1.510.207 A777 bp [pgaptmp_001481]-[pgaptmp_001483]
cromosoma 1.789.683 A777 bp [pgaptmp_001721]-[pgaptmp_001723]
K163 cromosoma 2.157.766 T->C sufC->
cromosoma 4.101.517 (A)6>7 pgaptmp_004020->
pOXA-48 10.160 199bp+ IS1 family /OXA-48 family beta-lactamase
cromosoma 1.789.683 A777 bp [pgaptmp_001721]-[pgaptmp_001723]
cromosoma 2.157.766 T->C sufC->
K164 cromosoma 4.101.517 (A)6>7 pgaptmp_004020->
cromosoma 1.814.753 A-G pgaptmp_001746< / <sbcB
cromosoma 3.367.940 G->A asnS—>
pOXA-48 10.160 199bp+ IS1 family /OXA-48 family beta-lactamase
JwWC cromosoma 1.789.683 A777 bp [pgaptmp_001721]-[pgaptmp_001723]
K166 cromosoma 2.157.766 T->C sufC->
cromosoma 4.101.517 (A)6>7 pgaptmp_004020->
pOXA-48 10.160 199bp+ IS1 family /OXA-48 family beta-lactamase
K165 otros 200.409 C->T pgaptmp_005425<
curada pOXA-48 1 A65.300 bp [pgaptmp_005447]—[pgaptmp_005447]
cromosoma 1.510.207 A777 bp [pgaptmp_001481]—-[pgaptmp_001483]
cromosoma 1.789.683 A777 bp [pgaptmp_001721]-[pgaptmp_001723]
K165-3 cromosoma 2.157.766 T->C sufC->
cromosoma 4.101.517 (A)6>7 pgaptmp_004020->
cromosoma 4.695.516 AT pgaptmp_004589->
pOXA-48 10.160 199bp+ IS1 family /OXA-48 family beta-lactamase
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K165-4

K165-5

K165-6

K165-1

K165-7

cromosoma 1.510.207 A777 bp [pgaptmp_001481]—-[pgaptmp_001483]
cromosoma 1.789.683 A777 bp [pgaptmp_001721]-[pgaptmp_001723]
cromosoma 2.157.766 T->C sufC->
cromosoma 4.101.517 (A)6>7 pgaptmp_004020->
cromosoma 4.695.516 AT pgaptmp_004589->
cromosoma 3.709.484 A-G pgaptmp_003635->

pOXA-48 10.160
cromosoma 1.510.207 A777 bp [pgaptmp_001481]—-[pgaptmp_001483]
cromosoma 1.789.683 A777 bp [pgaptmp_001721]-[pgaptmp_001723]
cromosoma 2.157.766 T->C sufC->
cromosoma 4.101.517 (A)6>7 pgaptmp_004020->
cromosoma 4.695.516 AT pgaptmp_004589—>
cromosoma 2.652.412 A->C hpxR<
cromosoma 5.116.836 C->A murB<& / &rrf

pOXA-48 10.160 199bp+ IS1 family /OXA-48 family beta-lactamase
cromosoma 1.654.627 G->A pgaptmp_001611->
cromosoma 2.727.998 AT pgaptmp_002678<
no detectado no detectado no detectado no detectado
cromosoma 739.599 C->T pgaptmp_000735¢ / &metK
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