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RESUMEN

Introduccion: Pseudomonas aeruginosa, patoégeno oportunista responsable de
infecciones crénicas y nosocomiales, caracterizado por presentar clones de alto
riesgo asociados a fenotipos de multirresistencia, resistencia extrema y
panresistencia, lo que dificulta su tratamiento. Actualmente, no se han
documentado reportes de estos clones en el Perd. Objetivo: Caracterizar
gendmicamente, mediante secuenciacion del genoma completo, aislados clinicos
multirresistentes de P. aeruginosa provenientes de tres establecimientos de salud
de Lima entre 2018 y 2020. Metodologia: Se secuenciaron y ensamblaron los
genomas de 43 aislados clinicos. Se identificaron secuenciotipos, serotipos, genes
de resistencia antimicrobiana, mutaciones cromosomicas y genes de virulencia.
Asimismo, se realiz6 un analisis filogenético para determinar relaciones genéticas
entre los aislados. Resultados: Se identificaron dos clados principales. El primero
agrup¢ aislados con ST357 y serotipo O11, portadores de genes de resistencia a
B-lactamicos (blaagr, blamp-93, blaces), aminoglucosidos (aph(3”’)-1b, aph(6)- 1d,
entre otros), junto con mutaciones en pmrB (VI51) y gyrA (D87H). El segundo
clado incluy6 aislados con ST179 y serotipo O6, y presentaron genes de
resistencia como blamp-16 y blamp-74), genes aminoglucosido-modificadores
(aadAll, aadA?2) y alteraciones en la porina OprD. Conclusiones: Este estudio
evidencia una alta diversidad de mecanismos de resistencia antimicrobiana,
incluyendo genes adquiridos y mutaciones, en clones de alto riesgo como el
ST357.

Estos hallazgos constituyen una base importante para futuras investigaciones en

vigilancia gendmica de P. aeruginosa en el pais.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, resistencia antimicrobiana,

multidrogorresistencia, epidemiologia molecular.



ABSTRACT

Introduction: Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen responsible
for chronic and nosocomial infections, characterized by the presence of high-risk
clones associated with multidrug-resistant, extensively drug-resistant, and pandrug-
resistant phenotypes, which complicates treatment. To date, no reports of these
clones have been documented in Peru. Objective: To perform genomic
characterization, through whole-genome sequencing, of multidrug-resistant P.
aeruginosa clinical isolates obtained from three healthcare facilities in Lima
between 2018 and 2020. Methods: The genomes of 43 clinical isolates were
sequenced and assembled. Sequence types, serotypes, antimicrobial resistance
genes, chromosomal mutations, and virulence genes were identified. In addition, a
phylogenetic analysis was conducted to determine the genetic relationships among
the isolates. Results: Two main clades were identified. The first grouped isolates
with ST357 and serotype O11, carrying resistance genes to B-lactams (blaAER,
blaIMP-93, blaGES) and aminoglycosides (aph(3")-1b, aph(6)-1d, among others),
along with mutations in pmrB (V151) and gyr4 (D87H). The second clade included
isolates with ST179 and serotype O6, which harbored resistance genes such as
blaIMP-16 and blaIMP-74, aminoglycoside-modifying genes (aadAll, aadA2),
and alterations in the porin OprD. Conclusions: This study reveals a high diversity
of antimicrobial resistance mechanisms, including both acquired genes and
chromosomal mutations, in high-risk clones such as ST357. These findings provide
an important foundation for future research on genomic surveillance of P.

aeruginosa in the country.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, antimicrobial resistance, multidrug

resistance, molecular epidemiology.



I.  INTRODUCCION
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) es un bacilo gramnegativo no
fermentador que se encuentran de forma ubicua en diversos entornos. Es
considerada una de las principales causas de infecciones nosocomiales, responsable
de mas de 250,000 muertes anuales a nivel mundial. Posee mecanismos de
resistencia intrinseca, como la baja permeabilidad de la membrana externa,
atribuida a sus sistemas de porinas que restringen selectivamente la entrada de
antibioticos, y a la expresion de varias bombas de eflujo (1,2). Adicionalmente, bajo
presion selectiva, puede desarrollar mutaciones puntuales que alteran la funcion o
expresion de genes cromosOmicos relacionados con la resistencia antimicrobiana
(3,4). Naturalmente, P. aeruginosa posee dos genes constitutivos, blappc
(Pseudomonas-Derived Cephalosporinase) que codifican B-lactamasa tipo ampC y
blaoxa-s0-iike, que codifica oxacilinasas del grupo D segin el esquema Ambler (5).
Ademéds, puede adquirir genes de resistencia mediante transferencia horizontal, a
través de elementos genético mdviles como plasmidos y transposones. Entre los
determinantes adquiridos destacan las carbapenemasas, enzimas capaces de
hidrolizar penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos (3). Estas se clasifican,
segun Ambler, en carbapenemasas de tipo serina (clase A y D) y las de metalo-f3-
lactamasas (MBL, clase B), siendo estas ultimas sensibles a Aztreonam (6). Entre
las serincarbapenemasas mas prevalentes y clinicamente importantes se encuentran
las de Espectro Extendido de Guayana (GES) y las carbapenemasas de Klebsiella
pneumoniae (KPC), mientras que en las MBL destacan la Nueva Delhi (NDM), la

imipenemasa (IMP) y la imipenemasa de Verona (VIM) (6,7).



Producto de la diversidad de mecanismos de resistencia antibiotica que posee, este
patogeno es clasificado mediante dos esquemas clinico con enfoques diferentes, el
primero, se basa en el numero de familias de antibidticos a los que el germen
expresa resistencia: multidrogorresistencia (MDR), resistencia extrema (XDR) y
pandrogoresistencia (PDR) (8). El segundo, se centra en la relevancia clinica de la
resistencia a los antimicrobianos antipseudomonas, se denomina resistencia dificil
de tratar (DTR) (9). Desde el punto de vista terapéutico, los carbapenémicos se
utilizan como tratamiento de Gltima linea contra infecciones PDR o DTR, lo cual
ha favorecido la aparicion de P. aeruginosa resistente a carbapenémicos (PARC)
que, en la actualidad representa un desafio significativo (10). Por ello, PARC lidera
la lista de patogenos de alta prioridad segin la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS) (11).

En este contexto, la epidemiologia molecular en P. aeruginosa mediante el estudio
del secuenciotipo (conjunto de variantes alélicas de siete genes constitutivos)
permiten identificar y monitorear, a nivel global, clones de alto riesgo como ST235,
ST111, ST233, ST244, asi como su asociacion con perfiles fenotipos MDR/XDR o

DTR (12).

Los genes MBL mas frecuentes en P.aeruginosa son blayiv, que se encuentra en
un 27,3% en Indonesia, 18 % en Italia, Oriente Medio y América del Sur y Central.
Mientras que el gen blamp se detecta en un 21% tanto en Australia y Singapur, un
51,9% en Indonesia y un 10,1% en Italia (13,14). Entre el 2018 y 2019 en China,

se identificaron aislados de PARC del secuenciotipo ST463, de los cuales, el 91%



portaba el gen blaxpc-2(12). En otro estudio en China, en aislados resistentes a
imipenem/relebactam pertenecientes al clon ST463, se identificé blaxpc2 en un
98,1%, y en el clon ST235 la presencia del blaggs-s en un 93,1% (15). En Australia
y Singapur el 95% de los aislados pertenecian al ST308 que principalmente
albergaba el gen blanpm-1. En América del Sur y Central, los ST235 y ST111 fueron
los mas comunes: el 32% de aislados la PARC presentaban blakpc-2, el 17 % blaviw-

2, y el 16 % una combinacion de blaxpc-2/blaviv-2 (13).

En América Latina, durante 2016 y 2017, los ST relevantes incluyeron ST111 y
ST308 en Colombia; ST357 en Chile; y ST309 que albergaba blacges-19, en México,
Colombia y Chile. También se observo la diseminacion del ST575 en México, y del
ST235 que albergaba los blakec2 0 blaces-19 en Colombia, México, Brasil y
Argentina; y el ST244, principalmente en Argentina (16). En el Peru, durante el
2019, en regiones como Apurimac, Ayacucho, Cusco, Loreto, Lima y el Callao, se
identifico la presencia de blamp (17,3%), blavim (7,0%), doble carbapenemasa
blampvim (7,6%), v blanom (1,1%) en aislados de P. aeruginosa analizadas
mediante PCR convencional (17). Reportes del 2021 indican que en Pert P.
aeruginosa es el microorganismo aislado con mayor frecuencia y con una
resistencia a carbapenémicos que supera el 50%, llegando incluso a reportarse una
tasa de resistencia del 75% en unidad de cuidados intensivos (18). En un estudio
realizado en Lima el 2022, los ST mas frecuentes fueron, ST111(44%) y ST357
(38,3%). E1 ST111 portaba los alelos blammp-18 y blaviv-2 en el 74.2% de los casos,

mientras que el ST357 present6 blamvp-93 en el 96,3% de los aislados (19).



Diversos estudios fenotipicos en el Perti han evidenciado la presencia de P.
aeruginosa multirresistente (PAMR), en especial cepas resistentes a
carbapenémicos mediante multiples mecanismos. No obstante, los estudios
genotipicos siguen siendo escasos, lo que limita nuestra comprension de la
dinamica molecular de los genes asociados a la resistencia de PAMR.
Actualmente, la vigilancia epidemioldgica se ha visto fortalecida por la
secuenciacion de nueva generacion (NGS) (20), que permite caracterizar a nivel
molecular serotipos, alelos de genes de resistencia, mutaciones relacionadas con
resistencia antimicrobiana, genes de virulencia, y clones de alto riesgo mediante
tipificacion multilocus de secuencias (MLST) (21).

P. aeruginosa representa una amenaza para la salud a nivel global. Se ha observado
que los pacientes con infecciones por PARC productoras de carbapenemasas tienen
una menor tasa de supervivencia a 30 dias (78%) en comparacién con aquellos
infectados con PARC no productores de carbapenemasas (88%) (13). En el
contexto peruano, la carbapenemasa tipo IMP es la mas prevalente (22), lo que
subraya la importancia de estudiar estas enzimas, asi como las mutaciones
implicadas en la resistencia a carbapenémicos.

La capacidad de P. aeruginosa para adquirir genes de resistencia a través de
diversos mecanismos pasa desapercibida en la préactica clinica, lo que representa un
riesgo latente y un desafio para el manejo terapéutico efectivo, contribuyendo al
aumento de la morbilidad y mortalidad asociada con las infecciones por este
patdgeno. Por lo tanto, el presente estudio, se enfoca en el andlisis gendmico de
aislados clinicos de P. aeruginosa procedentes de tres establecimientos de salud en

Lima, Pert, su objetivo es aportar informacion preliminar sobre la variabilidad



genética circulante en el periodo de estudio, que sirva como una linea de base para
estudios posteriores, y facilite una mejor comprension de la epidemiologia

molecular de este patogeno.



II. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Caracterizar a nivel genomico aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa

provenientes de tres establecimientos de salud de Lima en el periodo 2018 — 2020.

B. Objetivos especificos

e Identificar y caracterizar los genes de resistencia a antimicrobianos (ARG) y las
mutaciones asociadas a RAM de los aislados de Pseudomonas aeruginosa.

e Identificar los genes de virulencia de los aislados de Pseudomonas aeruginosa.

e Identificar los determinantes de epidemiologia molecular, incluyendo
secuenciotipo y serotipo de los aislados de Pseudomonas aeruginosa.

e Determinar las relaciones filogenéticas entre los aislados de Pseudomonas
aeruginosa multidrogorresistente y no multidrogorresistente procedentes de tres

establecimientos de salud de Lima durante 2018-2020.



III. MATERIALES Y METODOS
A. Diseiio del estudio.
Estudio descriptivo transversal.
B. Poblacion y lugar de estudio
Aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa recolectados entre los afios 2018 y
2020 en tres establecimientos de salud de Lima Metropolitana. Estos aislados

forman parte del criobanco del laboratorio de Resistencia a Antimicrobianos y

Fagoterapia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Criterios de inclusion

e Aislados de Pseudomona aeruginosa obtenidas de los tres establecimientos de

salud de Lima durante 2018-2020.

e Disponibilidad de datos minimos del aislado (fecha de aislamiento,

establecimiento de procedencia y tipo de muestra).

Criterios de exclusion

® Cepas duplicadas de un mismo paciente, para asegurar independencia.

e Cepas sin viabilidad al momento de la recuperacion.

e Cepas con informacion incompleta de resultados fenotipicos (perfil de
susceptibilidad, mecanismo de resistencia a carbapenémicos y produccion de

biofilms).

Muestra



De los 103 aislados conservados en el criobanco, se seleccionaron 48 que cumplian
con los criterios de inclusion y exclusion previamente establecidos. La seleccion,
realizada mediante muestreo aleatorio proporcional por establecimiento de salud
(Anexo 1). El numero de aislados se definid por limitaciones presupuestarias
asociadas al costo del secuenciamiento, priorizando una cobertura promedio de 50X
por aislado. No se calcul6 el tamafo muestral, dado que el estudio no estuvo
orientado a realizar inferencias estadisticas ni a generalizar los resultados.

La unidad de andlisis fue el genoma obtenido de un aislado clinico independiente
de P. aeruginosa (un aislado por paciente-episodio). El andlisis fue a nivel aislado-
genoma, circunscrito al marco muestral 2018-2020 de tres establecimientos de

Lima.

C. Procedimientos
a. Identificacion bacteriana

Los aislados criopreservados de P. aeruginosa fueron reactivados inoculando 20ul
de suspension en el medio BHI (Brain Heart Infusion, Oxoid, UK), y se incubaron
a 37°C durante 24 horas. Evidenciado el crecimiento, por turbidez del medio, se
sembr6 en placas de agar Cetrimide (Liofilchem, Italy) e incubados a 37°C por 24
horas y se verificaron las caracteristicas de las colonias con tonalidades verdosas o
amarillas. Para la identificacion de P. aeruginosa, se realizé la prueba de oxidasa,
y se llevd a cabo una bateria bioquimica que incluy6 pruebas agar TSI (Triple Sugar
Iron, Becton Dickinson, USA), MIO (Motilidad- Indol-Ornitina, HiMedia, USA) y

Citrato de Simmons (Merck) (23).



b. Extraccion de ADN

Se realizo seglin el Procedimiento Operativo Estandar (POE) del Laboratorio de
Gendmica Microbiana. E1 ADN genomico se extrajo de aislados cultivados 24 horas
antes en Agar Cetrimide (Liofilchem, Italy). Se obtuvo una colonia y se incubo
durante cuatro horas en caldo Tripticasa Soya (Oxoid, UK). Luego, se centrifugd
durante 5 minutos a 10 000 RPM vy a partir del pellet obtenido se procedio a la
extraccion del ADN. Se utilizo el kit de purificacion de ADN gendmico Genelet
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), siguiendo las instrucciones del
fabricante. El ADN se cuantifico mediante el kit Qubit dsDNA Broad-Range
(Thermo Fisher Scientific) y se evalu6 la calidad por Nanodrop (Thermo Fisher

Scientific).

c. Secuenciacion del Genoma

La secuenciacion del genoma completo (WGS) se realizé utilizando la plataforma
MiSeq (Illumina, San Diego, CA, EE. UU.). Las bibliotecas gendmicas se
prepararon utilizando el kit Nextera XT (Illumina, San Diego, CA, Estados Unidos)
y se secuenciaron en la plataforma Illumina Miseq con lecturas de 250 pb por pares
utilizando el kit Miseq v2 de 500 ciclos.

El genoma de ADN fue fragmentado por un transposoma modificado adherido a
perlas de tamafo especifico (M). En el proceso de fragmentacion el transposoma
afiade los indexes y los adaptadores en cada hebra del ADN. Seguidamente se
realizo el proceso de amplificacion mediante un PCR de ciclo limitado. El objetivo

de la amplificacién fue incrementar la concentracion de las librerias generadas.



Ademas, se realizd la limpieza de las librerias con las perlas magnéticas AMPure
XP y etanol al 80%. Se normalizo el pool de librerias a una concentracion de 4nM
y se denaturd el ADN de doble hélice con hidroxido de sodio al 0.2N. Finalmente,
se cargo6 600 ul de librerias a una concentracion final de 7pM. Los resultados de las
métricas de la corrida y la generacién de archivos FASTQ se observaron en la
plataforma BaseSpace a las 36 horas.

De los 48 aislados secuenciados, 5 no alcanzaron la profundidad minima establecida
para nuestro laboratorio (20X) y fueron excluidos, quedando 43 aislados para los

analisis posteriores.

d. Control de calidad de las secuencias genomicas

Se evalu¢ la calidad de las lecturas R1 (Foward) y R2 (Reverse) sin procesar, en
formato FASTQ, utilizando FastQC v0.12.1
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Los adaptadores y
las secuencias de baja de calidad (con nivel menor a Q30, equivalente a un error por
cada 1000 pb) fueron eliminados empleando la herramienta FastP v0.23.4,

generando lecturas pareadas (R1 y R2) (24).

e. Ensamblaje y anotacion genomica

El ensamblaje de novo se realizd con SPAdes v.3.15.2 (25) usando los parametros
predeterminados de las lecturas pareadas (R1 y R2). La calidad de los ensamblajes
se evalu6 con QUAST v5.0.2 (26). Los archivos en formato FASTA se anotaron
mediante Bakta vi.5 (27), generando archivos gff3 (General feature format) y

gbk(GenBanK).
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f. Determinacion de secuenciotipos, serotipos, genes de resistencia y
virulencia

A partir de los archivos FASTA, los secuenciotipos se determinaron mediante
MLST v2.23.0 (https://github.com/topics/mlst) y los serotipos se identificaron
usando las bases de datos de Pseudomonas aeruginosa serotyper (PAst) v2.0
(https://github.com/MAphd/PAst2.0). Los genes de resistencia, y mutaciones
asociadas a RAM se determinaron usando AMRFinderPlus v3.12.8
(https://github.com/ncbi/amr) con identidad > 90% y cobertura > 90%) (28). Los
genes de virulencia se identificaron mediante ABRIcate v0.9.9 con la base de datos
vidb (https://github.com/tseemann/abricate). Los nuevos alelos detectados se
enviaron a PubMLST para la asignacion de un niimero y posterior denominacion de

ST.

e. Filogenia

Se extrajo el core genome (genomas centrales) del pangenoma utilizando Panaroo
vl.1.2 (29), a partir de los archivos de anotacion en formato gff3 generados con
Bakta y considerando una identidad > 95%. Posteriormente, se seleccion6 el modelo
de sustitucion nucleotidica méas adecuado con ModelTest-NG v0.1.7, empleando el
archivo de alineamiento en formato FASTA (.aln). Con este modelo se construyd
un arbol filogenético de maxima verosimilitud en RaxML v8.2.4 (30), utilizando el
modelo de sustitucion General Reversible en el Tiempo (General Time Reversible,
GTR), con fraccidn de sitios invariantes y correccion gamma para la heterogeneidad

de tasas en cuatro categorias (GTR+I+G4), con 100 réplicas de bootstrap. La

11



visualizacidon, manipulacion y anotacion del arbol filogenético se realizd en el

programa iTOL v6 (https://itol.embl.de).

E. Aspectos éticos

Este protocolo se registr6 en el Sistema Descentralizado de Informaciéon y
Seguimiento a la Investigacion (SIDISI) - Direccion Universitaria de Investigacion,
Ciencia y Tecnologia (DUICT), y fue sometido al Comité de Etica de la UPCH
(CIE-UPCH), previamente a su ejecucion. Considerando que el estudio no
involucré seres humanos ni animales, se solicitd exoneracion de la evaluacion

completa por el CIE, siendo aprobado mediante documento F3 N°214657.

F. Analisis estadistico

Se empled un analisis univariado para describir cada variable incluida en el estudio.
Las variables categdricas (serotipo, secuenciotipo), se presentan en frecuencias
relativas y porcentajes correspondientes. Las variables numéricas del control de
calidad se resumieron en mediana y rango intercuartilico, dado que no tenian una
distribucion normal. El manejo de datos y andlisis estadistico se desarrollaron

mediante el uso de Stata version 18 (Stata Corp., College Station, TX).

12



IV. RESULTADOS

Se analizaron 43 aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa, obtenidos entre
2018 y 2020 en tres establecimientos de salud de nivel III de complejidad de la
ciudad de Lima. Del total de secuencias, se obtuvo una cobertura minima de 21Xy
maxima de 92X. El N50, el nimero de contigs y la longitud total del ensamblaje
presentaron medianas de 151 044 (RIC: 130 005 —213 241), 105 (RIC: 72 - 132) y

6 752 207 pb (RIC: 6 401 724 — 6 839 890) respectivamente.

En relacion con los genes de RAM, se identificaron betalactamasas de tipo serina,
especificamente blaser (14%), blaces-1 (4,7%), blaces- 5 (2,3%). Asimismo, se
detectaron MBL: blamp-15 (4,7%), blamp-oz (9,3%) v blamp-74 (7%). Todos los
aislados presentaron el gen aph(3’)-1Ib, relacionado con resistencia a
aminoglucosidos, asi como los genes fos4 y catB7, asociados a resistencia a
fosfomicina y fenicoles, respectivamente. En cuanto a mutaciones puntuales
relacionadas con resistencia a quinolonas, las mas frecuentes fueron gyr4 (T831),
presente en el 39,5% de los aislados y parC (S87L), detectada en el 34,8%. Ademas,
los genes de bombas de eflujo mexA, mexE y mexX se encontraron en el 100% de
los aislados. Se observaron también mutaciones en la porina oprD(V359L) en el

39,5% y oprD(STOP) en el 14% (Figura 1).

Con respecto a la virulencia, se identificaron siete clases de genes. En la clase de
efectores del sistema se detectaron en promedio 37 genes tipo TTSS, 22 del tipo
HS1-1 y 18 del tipo HSI-2. Ademas, se observaron en promedio 35 genes pili tipo
IV de la clase adherencia y 26 genes en promedio de alginato relacionados con
formacion de biopeliculas. Todos los aislados portaron los genes ExoA y PLC, asi

como el gen proteasa alcalina, perteneciente a la clase exoenzima (Figura 2).

13



Se identificaron 19 secuenciotipos, el més frecuente fue el ST357(20,9%), seguido
por ST179 y ST640, ambos con una frecuencia del 14%. Ademas, se registraron
cinco nuevos ST no reportados previamente (ST5114, 5115, 5116, 5117 y 5118).
En relacion con los serotipos, se detectaron ocho variantes alélicas, siendo O11 el

mas comun (39,5%), seguida por 06 (23,3%) y O4 (11,6%) (Tabla 1).

En el anélisis filogenético se identifico dos principales clados. El primer clado (CL-
A1) incluy6 un linaje importante (L1) que agrupd nueve aislados pertenecientes al
ST357 y al serotipo O11, distribuidos en los tres centros de salud. En este clado los
aislados presentaban principalmente genes asociados a carbanemasa tipo blaagr,
blaggs-iike y blamvp-iike, asi como un conjunto de genes asociados a la resistencia a
aminoglucosidos como aph(3°)-1Ib (9/9), aac(6’)-1I (7/9), aph(3”’)-1b (7/9) y
aph(6)-1d (7/9). En particular, se identificaron mutaciones no sindénimas para
colistina en el gen pmrB(V15I) en todos los aislados, asi como mutaciones
relacionadas con la resistencia a quinolonas como parC(S87L) (8/9) y gvr4 (T83I)
(8/9). Los genes de bombas de eflujo (mexA, mexE y mexX) estuvieron presentes en

la totalidad de individuos de este clado(Figura 1).

El segundo clado (CL-B) contenia dos subcluster importantes. El primero (SC-2)
conformado por seis aislados que en su mayoria provenian del ES-1 y eran ST179
y serotipo O6. En este subcluster los aislados contenian genes de resistencia a
carbapenémicos, como blamwp-74 (3/6) y blamp-16 (2/6). Ademas, todos los aislados
del clado tenian genes de resistencia a aminoglucosidos, resistencia a sulfonamida
(sull) fluoroquinolona (crpP), fosfomicina (fos4) y fenicol (catB7). En cuanto a
mutaciones puntuales asociadas a quinolonas, todos los aislados presentaron

alteraciones en parC (S87L)y gyrA (T831). Adicionalmente, se identificaron genes
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relacionados con bombas de eflujo (mexA, mexE y mexX), asi como mutacion en la
porina oprD (V359L). El segundo subcluster (SC-3), eran todos del ES-3,
pertenecian al ST640, y poseian el serotipo O11. En este subcluster los aislados no

contenian genes de resistencia a carbapemasas, pero tenian mutaciones fzs/ (F533L)

(Figura 1).
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V. DISCUSION

Durante el periodo 2018-2020, la carbapenemasa mas frecuente fue blamp-iike
(23,2%) de los aislados de P. aeruginosa, lo que representa un incremento respecto
al 15,7% reportado en Lima en seis hospitales en 2013, y coincide parcialmente con
el aumento drastico reportado por un hospital militar en 2019 (95.8% por PCR)
(31,32). En otras regiones del pais, como Apurimac, Ayacucho, Cusco, Loreto y el
Callao, se han reportado frecuencia de blammp del 17,3%, y presencia de aislamientos
con doble carbapenemasa (blamvp /vim) en un 7,6% (16). Asimismo, la circulacion
de estos genes (blamvp y blavim) en P. aeruginosa también han sido reportados en
otros paises de la region, como México y Argentina (33), lo que evidencia un

fendmeno de diseminacion regional.

En este estudio, blamnvp fue identificado en el 44% de los aislados, y blages en el
33%, lo que sugiere la posible co-circulacion de multiples mecanismos de
resistencia emergentes. Dentro de este contexto, destaca el clon ST357, que resulto
ser el mas frecuente (20,9%). Este hallazgo concuerda con lo reportado previamente
en el Pert, donde el ST357 mostrd una transicion de alelos blamvp-74 (11% en 2018)
hacia blamnp-93 (> 90% en 2021) (19). A nivel internacional, este clon ST357 fue
reportado por primera vez en Japon entre 2004 a 2006, portando blamp-1 (20,7%) y
en afos posteriores adquirio otros alelos (blamp-7 y blammp-11), alcanzando hasta el
80% de los aislados en seis regiones del pais (34,35). De manera similar, en
hospitales de Republica checa en 2015, el 95,8% de los ST357 portaban blamp-7,
mientras que el 4,2% albergaba blaviv-2 (36), evidenciando la alta capacidad de este

clon de alto riesgo para incorporar y diseminar diversos alelos de carbapenemasas.
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Respecto al ST179, en este estudio se observo que el 50% de sus aislados
albergaban blamp-16, duplicando su frecuencia previamente reportada en 2018
(25%) (19). Aunque no se clasifica como clon de alto riesgo, su capacidad para
portar carbapenemasasa, como IMP-16, KPC-2 o KPC-35 y su deteccion de casos
con posible diseminacion internacional desde Pert hacia Espafia en 2024 (37)

justifican su vigilancia epidemiologica sostenida.

Actualmente, la epidemiologia de P. aeruginosa en Lima estd dominada por ST111
(44%) y ST357 (38,3%), con asociacion de ST111 a blammp-18/blaviv-2 (74,2%) y de
ST357 a blamp-93 (96,3%) (18). Este perfil se asemeja parcialmente a los reportado
en Colombia, donde blaviv-2 estuvo presente en el 86% de los aislamientos ST111,
y todos los portadores con blakpc-> pertenecieron al ST235 (38). En contraste, en
Ecuador, los clones predominantes en 2021 fueron ST3750 y ST253, con alta
frecuencia del gen blavim (73,9%) (39). Estas diferencias en la distribucion de
clones y genes de resistencia reflejan caracteristicas propias de cada pais,
probablemente influenciadas por el uso de antibidticos, las practicas clinicas y las

capacidades locales para la deteccion y el control de P. aeruginosa.

Otro hallazgo relevante fue la deteccion de ST640, donde el 14% de los aislados
presentaron resistencia combinada a aztreonam y carbapenémicos. Esta podria estar
vinculada a la sobreexpresion de bombas de eflujo y a la mutacion F533L en fis/,
que codifica la PBP3. Esta mutacion reduce la afinidad por los B-lactamicos y, en
combinacion con la pérdida de la porina oprD, contribuye a la resistencia a
carbapenémicos (40,41). En concordancia, un estudio en la provincia de Hebei,
China (2020), mostré6 que la mutacion en fts/ duplico la CMI de meropenem,

mientras que las mutaciones en oprD incrementan la CMI de meropenem de 0,25 a
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4 ng/mL (16 veces) y la de imipenem de 2 a 16 ug/mL (8 veces) (41), reforzando
la relevancia de estos mecanismos combinados en la resistencia observada en P.

aeruginosa.

Asimismo, se identifico el clon ST274, carente de carbapenemasas, pero con
mutaciones oprD (V359Ly STOP), y sobreexpresion de las bombas de eflujo
(mexA, mexE y mexX), lo que se asocio a un fenotipo resistente a carbapenémicos.
Este hallazgo coincide con reportes en hospitales de Bélgica y Alemania en el 2016,
donde la resistencia a carbapenémicos se explico por la combinacion de multiples
mecanismos, incluyendo la inactivacion de oprD, la sobreexpresion de las bombas
de eflujo y de cefalosporinasas tipo AmpC, alcanzando CMI de imipenem y
meropenem de hasta 256 y 128 mg/L, respectivamente (42). A pesar de ello,
estudios como el de Ocampo-Sosa ef al. han sefialado que las mutaciones en oprD
no siempre explican el fenotipo resistente, ya que también se han detectado cepas
susceptibles con CMI de imipenem o meropenem entre 0,06 y 4 mg/L. Estos
hallazgos refuerzan la naturaleza multifactorialidad de los mecanismos de
resistencia en P. aeruginosa (43). Los ST179, ST640 y ST274 forman un clado
cercano y comparten mecanismos de resistencia enzimaticos y no enzimaticos, lo
que apunta a un posible ancestro comun (o a convergencia/transferencia horizontal).
Estos resultados subrayan la importancia de mantener vigilancia gendmica sobre

estos linajes.

Ademas de los mecanismos de resistencia, los factores de virulencia desempefian
un rol central en la adaptabilidad y patogenicidad de P. aeruginosa. Esta especie
posee multiples determinantes, como toxinas, adhesinas, sider6foros, formacion de

biopeliculas, que en conjunto favorecen su persistencia en el huésped y en entornos
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hospitalarios. En este estudio se identificaron once tipos de familias de efectores de
sistema, destacando el sistema de secrecion tipo III (T3SS o TTSS), responsable de
la secrecion de las exotoxinas: exoS, exoT, exoU y exoY, implicadas en la
colonizacidn, evasion de respuesta inmune y persistencia bacteriana (4,44). La
relevancia de estos efectores ha sido documentada: por ejemplo, la presencia de
exoU se ha asociado con formas clinicas mas graves, como en pacientes con otitis
media cronica, donde alcanzo una prevalencia del 70,6% frente al 6,7% en
controles(p<0,01); ademas de mostrar una correlacion con resistencia a

ciprofloxacino y tobramicina (p=0,035) (45).

En este estudio se identificaron diversos factores de virulencia en P. aeruginosa,
incluyendo genes asociados al sistema de secrecion tipo III (T3SS), pili tipo IV,
produccion de alginato y mecanismos de quorum sensing (QS). Estos determinantes
tienen un rol reconocido en la colonizacion, persistencia y patogenicidad de la
bacteria. En la literatura, se ha demostrado que los anticuerpos monoclonales
dirigidos contra el T3SS poseen capacidad neutralizante frente a P. aeruginosa en
modelos murinos de fibrosis quistica, lo que evidencia el potencial de este sistema
como diana terapéutica (46). Asimismo, pili tipo IV se asociaron significativamente
con infecciones en pacientes con fibrosis quistica (p<0,001) (47), mientras que la
sobreproduccion del exopolisacérido alginato favorece la formacion de biopeliculas
cronicas, que confiere resistencia a antibidticos y al sistema inmune (48). Se ha
demostrado que niveles de alginato > 400 pg/ml se relaciona con una mayor
formacion de biopeliculas fuertes (53%), en contraste con el 30,7 % en aislados con
formacién intermedia, siendo esta diferencia estadisticamente significativa

(p=0,047) (49,50). La expresion de estos factores de virulencia est4 regulada por el
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sistema de quorum sensing (QS), que es un mecanismo de comunicacion bacteriana
basado en la produccion y deteccion de moléculas de senalizacion (51). Este
mecanismo, de regulacion genética mediada por QS permite la coordinacion de
comportamientos individuales y colectivos a través de cuatro sistemas principales:
lasl/lasR, rhil/rhiR, PQS y un sistema integrado basado en autoinductores (AI) (51).
En entornos hospitalarios, la presion antibidtica puede favorecer la aparicion de
mutaciones en los genes lasR, regulando el gasto metabdlico y permitiendo el
mantenimiento de la virulencia mediante rutas alternativas, como la activacion del
sistema rhll en un nicho de infeccion aguda (52,53). Estos hallazgos resaltan como
la plasticidad regulatoria de P. aeruginosa le permite compensar la presion selectiva
ejercida por los antibidticos, asegurando tanto la persistencia como el

mantenimiento de su potencial patogénico en entornos clinicos.

Los hallazgos de este estudio enfatizan la necesidad de fortalecer la vigilancia
genOmica constante de P. aeruginosa, orientada a la deteccion de los clones de alto
riesgo, genes de resistencia y virulencia. La identificacion de mutaciones y
determinantes de resistencia en aislados con perfiles fenotipicos diversos evidencia
la complejidad de los mecanismos involucrados y refuerza la importancia de
desarrollar estrategias diagndsticas mas robustas para el control de infecciones en
entornos hospitalarios donde la vulnerabilidad y la resistencia antibidtica es

prevalente.
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LIMITACIONES

Debido a las restricciones presupuestarias del secuenciamiento, solo se
secuenciaron 48 de 103 aislados, priorizando una cobertura promedio de 50X por
aislado. La muestra restringe la generalizacion de los resultados a la poblacion de
estudio, sin embargo, estos datos brindan una base para futuros estudios de
epidemiologia molecular mas representativos.

La secuenciacion del genoma completo no siempre presenta concordancia con los
resultados fenotipicos, ya sea porque no se expresan el gen por la falta de
identificacion bioinformatica de genes de resistencia y mutaciones la cual depende
de bases de datos que estan en constante actualizacion. Ademas, se requiere de mas
estudios bacterioldgicos, que en combinacion con otras herramientas dmicas, pueda
mejorar la prediccion in silico de nuevos genes asociados a la resistencia antibiotica.
La deteccion de genes de virulencia se basa tinicamente en predicciones in silico 'y
no validaciones in vitro, lo que dificulta diferenciar cuales podrian estar asociadas

a fenotipos mas resistentes o tener relevancia clinica en pacientes.
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VI. CONCLUSIONES

Los aislados de P. aeruginosa mostraron B-lactamasa (blamp-iike y blaces-like ), genes
de resistencia a aminoglucdsidos (aph(3’)-1Ib), fos fomicina(fosA) vy
fenicol(catB7), ademas de mutaciones en gyr4 y parC.

Identificamos una alta frecuencia de genes de virulencia, principalmente aquellos
relacionados con la clase de sistemas de efectores y formacion de biofilm.

En el estudio, se identificaron clones de alto riesgo, destacando ST357 (serotipo
011, 20,9%), portador del gen blamp-93 0 blages.-iike; y ST274 (03, 9,3%), con doble
mutacion en la porina oprD.

El analisis filogenético mostrd la coexistencia, en un mismo entorno hospitalario,
de clones con y sin determinantes de resistencia, lo que refleja la complejidad

evolutiva de P. aeruginosa.
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VIIL. TABLAS, GRAFICOS Y FIGURAS

Tabla 1. Caracteristicas genotipicas
de Pseudomona aeruginosa (n=43)

Caracteristicas n(%)
Secuenciotipo
357 9(20,9)
179 6 (14)
640 6(14)
274 4(9,3)
244 2(4,7)
485 2(4,7)
5115 2(4,7)
348 1(2,3)
155 1(2,3)
313 1(2,3)
235 1(2,3)
408 1(2,3)
1464 1(2,3)
1816 1(2,3)
4705 1(2,3)
5116 1(2,3)
5117 1(2,3)
5118 1(2,3)
408 1(2,3)
Serotipo
Ol11 17 (39,5)
06 10 (23,3)
04 5(11,6)
02 4(9,3)
03 4(9,3)
07 1(2,3)
Ol 1(2,3)
09 1(2,3)
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Figura 1. Arbol filogenético de 43 aislados de Pseudomona aeruginosa y genes de resistencia. ST= Secuenciotipo. S=Sulfonamida. FQ=Fluoroquinolona. T=Tetraciclina.
F=Fosfomicina. CF=Fenicol. CL=Colistina. -1=B-lactamasa. Clado(CL) — subclado(SCL) — linaje(L) — sublinaje(SL) — cluster (grupo)(C) — subcluster(SC).
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Figura 2. Genes de virulencia de 43 aislados de Pseudomona aeruginosa
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ANEXO

Anexo 1. Seleccion de aislados

Seleccion de aislados de P. aeruginosa para
secuenciar de 3 establecimientos de salud de

Lima, 2018-2020

L] * Cepas duplicadas . n=7 (6,8%)
Total de criopreservados R _ o
n=103 (100%) p-| * Cepas sin viabilidad a n=20 (19,5%)
* Informacién incompleta. n=9 (8,7%)
\J
Total de aislados
n= 67 (65%)
: : :
ES 1° ES 2° ES 3° N
inicial
n=20 n=11 n=36
Aislados Elegible pero no
elegibles para seleccionado para
secuenciar secuenciar
n= 48 n=19
. I .
ES 1° ES 2° ES 3° N
n=14 n=8 n= 26 final




