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1. ABREVIATURAS

50-CS: segmento conservado 50

AMC: amoxicilina-acidoclavulanico
ADN: acido desoxirribonucleico

AMK: Amikacina

ARN: acido ribonucleico

ATM: Aztreonam

attl. Lugar de recombinacion sitio-
especifico

BHI: Brain heart infusién

BLEE: B-lactamasas de espectro
extendido

°C: Grados centigrados

CAZ: Cezftazidima

CIP: Ciprofloxacina

CLSI: Clinical and laboratory standards
institute

CST: Colistin sulfate

ds: double strain; doble cadena

DOR: Doripenem

EDTA: acido etilendiaminotetraacético
F: forward primer

FEP: cefepime

GEN: Gentamicina

h: horas

IMP: imipenem

IR: Integrones de resistencia

IS: Secuencias de insercion

MBL: metalo-p-lactamasas

2. DATOS DEL CENTRO

MEM: meropenem

MFS: superfamilia facilitadora principal
MGE: elementos génicos moéviles

MH: Muller hinton agar

Min: minutos

NET: Netilmicina

NGS: Next generation sequencing
ORF: open reading frame

P: Pseudomonas

P: promotor

PABA: acido paraaminobenzoico

pb: pares de bases

PBP: proteinas de unién a penicilina
PCR: Reaccién en cadena de la
polimerasa

PFGE: Electroforesis de campo pulsado
R: reverse primer

Ref.:referencia

RV: regién variable

S: segundos

SXT: Sulphamethoxazole trimethoprim
TIC: Ticarcilina

TOB: Tombramicina

TZP: Piperacilina/ tazobactam

Tn: transposon compuesto

UV: ultravioleta

WGS: Whole-genome sequencing

El Centro de Investigacién Biomédica de La Rioja (CIBIR), centro adscrito a la Fundacion

Rioja Salud, se ha concebido como una estructura permanente, moderna y versatil para

fomentar la investigacion en el ambito de las Ciencias de la Salud en La Rioja, que

pretende llevar a cabo una investigacion traslacional basada en la excelencia,

ejemplarizando la vocacion de progreso y mejora en la calidad asistencial del Sistema



Sanitario Publico, mediante la provision de servicios de soporte avanzados que integren
de forma sinérgica las actividades de investigacion con los procesos asistenciales que

requieran una alta demanda tecnoldgica.

La actividad investigadora se inicié en el 2008 y actualmente cuenta con 13 Unidades
de Investigacion agrupadas en 6 areas estratégicas: enfermedades infecciosas,
oncologia, enfermedades neurodegenerativas, resistencia a antibiéticos, economia de
la salud e investigacion en cuidados. Ademas, cuenta con 4 Plataformas Tecnologicas
que ofrecen apoyo a las diferentes unidades, desarrollan sus propios proyectos de
investigacién y permiten colaborar con otros laboratorios y con el sector privado. Estas
Plataformas Tecnolégicas son: gendmica y bioinformatica, bioética y educacion médica,

investigacion biomédica y apoyo a la investigacion clinica.

3. RESUMEN

La resistencia a antibiéticos es un fenémeno natural que desarrollan las bacterias
mediante mutaciones en su genoma o por adquisicién de material genético de otros
microrganismos, pero el abuso o el uso indebido de antibioticos también son factores
que favorecen la aparicion de este fendmeno, resultando en altas tasas de resistencia
entre bacterias, entre las que destaca el género Pseudomonas. En este proyecto se ha
estudiado una coleccion de cepas de Pseudomonas spp. productoras de
carbapenemasas, aisladas durante los ultimos afios en el Hospital San Pedro de
Logrofio (La Rioja). A estas bacterias, pertenecientes a las especies P. aeruginosa, P.
putida 'y P. monteilii, se les ha realizado una caracterizacion completa
analizandorelacion clonal entre ellas, la sensibilidad a diferentes familias de antibidticos
con fenotipo y genotipo, la presencia defactores de virulencia y se han caracterizado los
integrones y la localizacion cromosémica y/o plasmidica del gen blaviv2. Ademas,
algunas de ellas se les ha secuenciado el genoma completo (WGS) y se ha realizado el
analisis bioinformatico, estudiando el MLST, los genes de resistencia y los elementos
moviles de las cepas y, por ultimo, se realizd la reconstruccidon de un plasmido
bacteriano. Se ha obtenido una alta diversidad clonal entre las cepas,todas ellas
mostraron un fenotipo de multiresistencia y de produccion de metalo-Blactamasas
asociado a la presencia del gen blavm-2 . Se han encontrado4 tipos de integrones de
clase 1, con el gen blaviv.z en su interior. Ademas, en el analisis bioinformatico se vio
que se agrupaban en dos ST diferentes (uno para P. putida, no descrito previamente y
otro para P. monteilli) todas poseian una gran variedad de genes de resistencia (entre
8 y 10) y de elementos genéticos moéviles, ademas se agruparon filogenéticamente en

dos ramas diferenciadas dependiendo de la especie.



4. PALABRAS CLAVE

Pseudomonas, patogenicidad, resistencia a los antibiéticos, mecanismos de resistencia,

factores de virulencia.

5. INTRODUCCION

5.1 Pseudomonas spp.

El género Pseudomonas esta clasificado dentro del dominio Bacteria, en el filo
Proteobacteria, en la clase Gamaproteobacteria, en el orden de Pseudomonadales y en
la familia Pseudomonadaceae (1). Etimoldgicamente, “Pseudomonas” significa “falsa
unidad”, derivado del griego pseudo (weudo 'falso') y monas (povdg / povdada 'una sola
unidad') (2). Actualmente, a este género pertenecen unas 270 especies distintas, segun
el Approved Lists of Bacterial Names (http://www.bacterio.net/pseudomonas.html), y se
clasifican en 7 grupos distintos basados en su secuencia 16S rARN (grupo P. syringae;
grupo P. chlororaphis; grupo P. fluorescens; grupo P. putida; grupo P. stutzeri; grupo P.

aeruginosa y grupo P. pertucinogena) (3,4).

Los miembros de este género son bacilos rectos o ligeramente curvados con flagelos
polares que se agrupan dentro de las bacterias gram-negativas, ademas, presentan un
mecanismo aerobico estricto, aunque, en algunos casos utilizan el nitrato como aceptor
de electrones (5). Son catalasa positiva, no forman esporas y pueden encontrar
plasmidos en su interior (6). Otra caracteristica del género Pseudomonas es la
capacidad de producir pigmentos como mecanismo de virulencia, que bajo condiciones
de limitacion de hierro pueden actuar como sideréforos, como la pioverdina (pigmento
fluorescente amarillo-verdoso), o la piocianina (pigmento no fluorescente azulado) y la

piorrubina (pigmento rojo pardo) sintetizadas por Pseudomonas aeruginosa (7,8).

Pseudomonas es un género ubicuo capaz de colonizar numerosos nichos ecolégicos,
como ecosistemas terrestres, acuaticos, plantas, animales y también humanos,
actuando como patégeno. Este grupo de bacterias es muy adaptable, porque presenta
una gran versatilidad metabdlica al ser capaces de utilizar un amplio rango de
compuestos organicos e inorganicos (9,10).

Ademas, las especies de este género pueden presentar resistencia a antibiéticos,
desinfectantes, detergentes, metales pesados y disolventes organicos (11). La Figura 1
resume la gran variedad de especies y sus diferentes habitats dentro del género

Pseudomonas.
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Figura 1 | Rango funcional y ambiental de Pseudomonas spp. Extraido de (11)

Las bacterias pertenecientes a este género pueden causar enfermedades, la mas
conocida y estudiada es el patdogeno oportunista P. aeruginosa. por su gran
trascendencia clinica. Este patégeno presenta resistencia a un gran numero de
antibiéticos y forma biofims que facilitan su resistencia frente a diversos
tratamientosTambién se han descrito casos de infecciones en humanos causadas por

P. putida, P. fluorescens o P. monteilli (11).

5.2 Pseudomona aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es el miembro mas conocido e investigado del
género Pseudomonas (12).

Clinicamente Pseudomonas aeruginosa es un patégeno oportunista responsable de
infecciones nosocomiales graves, infecciones en pacientes inmunodeprimidos, las
cuales son potencialmente mortales, e infecciones crénicas en personas con fibrosis
quistica (13). Una de las caracteristicas mas preocupantes de esta bacteria es su
resistencia intrinseca de resistir a varias clases de antibidticos y su extraordinaria
capacidad de adquirir otras resistencias, tanto por mutaciones en el cromosoma como
por transferencia horizontal de determinantes de resistencia. Por todo esto, es muy dificil

encontrar alternativas terapéuticas a estas bacterias (14).

Otra caracteristica importante de esta especie es que presentan multiples factores de

virulencia que facilitan la invasion microbiana entre los que destacan la capacidad de



producir biofilms que incrementan los niveles de resistencia, la sintesis de pigmentos,
como la pioverdina y la produccion de elastasas (LasA y LasB)) y exotoxina A. Cabe
resaltar, ademas, el sistema de secrecion de tipo Ill (T3SS) responsable de la secrecién

de las proteinas efectoras ExoU, ExoS, ExoY y ExoT (Figura 2) (15).
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Figura 2 | Principales factores de virulencia sintetizados por P.aeruginosa. Extraido de: (15)

5.3 Pseudomona putida

Pseudomonas putida es una bacteria ubicua, colonizadora del suelo y saprofita de la
rizosfera. El miembro mas conocido de este grupo es la cepa KT2440, convertido en un
modelo de laboratorio como huésped celular para la biologia sintética y para la
ingenieria metabdlica debido a su versatil metabolismo que le permite resistir a duras
condiciones ambientales y a estrés fisicoquimico. Causan infecciones en humanos, de
manera muy esporadica, aunque es frecuente encontrar genes de resistencia sobre todo

localizados en plasmidos (16,17).



5.4 Pseudomona monteilii

Pseudomonas monteilii (grupo P. putida) era considerado un contaminante ambiental
sin potencial de virulencia, sin embargo, hoy en dia se ha visto que son responsables
de infecciones nosocominales oportunistas y han surgido diferentes cepas resistentes a

multiples farmacos como los carbapenémicos (18,19)

5.5 Resistencia a antibiéticos

Segun la Organizacion mundial de la salud los antibiéticos son medicamentos
utilizados para prevenir y tratar las infecciones bacterianas en seres humanos, animales
y plantas (20).

La resistencia es una herramienta que le permite a los microorganismos sobrevivir,
adaptarse al entorno y competir con otros microorganismos.

Las resistencias a los antibioticos se producen debido al mal uso de los mismos. El
antibidtico no induce la resistencia, pero si actua ejerciendo una presion selectiva que
elimina las cepas sensibles, seleccionando aquellas con genes de resistencia. Aquellos
microorganismos que sobreviven dispersaran la resistencia mediante la multiplicacion
clonal y transferencia horizontal de genes (21).

Hoy en dia este hecho es una de las mayores amenazas a la que se enfrenta la
sociedad, debido a que afecta tanto a la salud mundial como a la seguridad alimentaria

y el desarrollo (20).

5.6 Mecanismos de accion de los antibidticos

Los antibidticos actuan por diferentes mecanismos y presentan blancos en diferentes
regiones de la célula atacada como se observa en la Figura 3. Estas regiones de ataque
antibacteriano son principalmente (22,23):

Pared bacteriana: se centran sobre todo en inhibir su sintesis, debido a que interfieren
en la sintesis de peptidoglicanos, lo que lleva a la lisis bacteriana. Pertenecen a este
grupo: B-lactamicos, glucopéptidos, bacitracina y estreptograminas.

Membrana bacteriana: son péptidos catidnicos que presentan actividad detergente,
que destruyen la proporcion fosfolipidica de la membrana de las bacterias Gram
negativas. Por ejemplo, las polimixinas, las anfotericina B y la nistatina.

Sintesis de proteinas: afectan a su sintesis en diversos niveles. Por ejemplo, los
aminoglucésidos y aminociclitoles actian a nivel de la porcion 30 S del ribosoma,
haciendo que la proteina sintetizada presente errores y sea inactiva. Las tetraciclinas,

también se unen a la porcion 30 S del ribosoma. El cloranfenicol, el tianfenicol y el



florfenicol inhiben la transpeptidasa actuan a nivel de la porcién 50 S del ribosoma,
impidiendo la sintesis de proteinas. Y las lincosamidas y los macrélidos inhiben la
translocacion, uniéndose a la porciéon 50 S.

o Metabolismo de acidos nucleicos: presentan diferentes sitios de accion. Las
fluoroquinolonas y la novobiocina inihiben una toposiomerasa y la girasa, e impiden el
superenrrollamiento de las cadenas de ADN. Los nitroimidazoles impiden la reparacion

del ADN. Y los nitrofuranos, impiden la lectura codénica ADN-ARN mensajero.

o Bloqueo de la sintesis de acido félico: las sulfamidas inhiben la incorporacion del
PABA, las sulfonas, la pirimetamina, la trimetoprima y las diaminopirimidinas inhiben la
dihidrofolato reductasa e impiden el paso de acido félico a folinico, necesario para la

sintesis de bases puricas y pirimidinicas.

Sintesis de
las proteinas
(inhibidores 50S)

Sintesis de
las proteinas
(inhibidores 30S)

Estructura de la membrana
citoplasmatica

Figura 3 | Esquema de estructuras bacterianas que incluye pared, membrana, ribosoma y acidos nucléicos,

conjuntamente con algunos ejemplos de antimicrobiamos que actian a esos niveles. Extraido de: (24)

5.7 Mecanismos de resistencia de los antibiéticos

En la Figura 4 se muestran los mecanismos que poseen las bacterias para resistir a los
diferentes antibiéticos. Los mas comunes son (25,26):

e Alteracion de la permeabilidad de la membrana mediante, por ejemplo, pérdida de
porinas en la pared celular lo cual impide la entrada del antibiético al interior de la
bacteria. Se trata de una resistencia a antibiéticos como los carbapenémicos.

¢ Inactivacion enzimatica del antibiotico, como en el caso de las B-lactamasas, que

son proteinas con actividad enzimatica capaces de romper enlaces quimicos de



compuestos B-lactamicos, generando asi resistencia a antibiéticos como la penicilina o

las ampicilinas.

Expulsiéon activa del antibiético mediante bombas de expulsiéon que son proteinas

ubicadas en la transmembrana que exportan el antibidtico al exterior de la célula

mediante gasto energético, con esto se obtiene resistencia al cloranfenicol o las
quinolonas.

Hiperproduccién o modificaciéon de la diana de accién mediante:

o Enzimas que modifican quimicamente a la enzima y la inactivan y asi se evita
que puedan reconocer la diana, como en el caso de los aminoglucdsidos.

o Mutaciones en la diana especifica del antibiético haciendo que sea irreconocible
por el antibiético, como la mutacion en enzimas como la ADN girasa o la
topoisomerasa VI, haciendo que la célula sea resistente a las quinolonas.

o Mutaciones en los ribosomas en las regiones donde interaccionan con antibidticos
como la tetraciclina, haciendo que la sintesis proteica pueda seguir funcionando con
normalidad.

o Mutaciones en la estructura del liposacarido (LPS) impidiendo su unién con
antibidticos como la polimixina, inhibiendo su desestabilizacion.

Desvios alternativos algunas enzimas son capaces de ganar una actividad enzimatica

perdida o mutar debido a la accioén antibiética, haciendo que la célula pueda sobrevivir

debido a que se crea un desvio de la ruta normal.
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Figura 4 | Mecanismos de resistencia a antibiéticos en bacterias Gram negativas y antibioticos afectados.
Extraido de: (25)



Normalmente estos mecanismos no suelen darse de forma aislada; se combinan dos o
mas pudiendo proporcionar a la bacteria un nivel mayor de resistencia a los antibiéticos.
Ademas, es muy importante remarcar que este fendmeno de resistencia, en multiples
ocasiones, no se crea tras la aparicién de un nuevo antibidtico (ya sea natural o
sintético), sino que la propia bacteria tiene almacenado en su interior un determinado
mecanismo que puede no expresarse o se adapta hasta que lo necesita como respuesta

al ataque que esta sufriendo.

5.8 Antibidticos carbapenémicos

Los carbapenémicos son antibiéticos de amplio espectro dentro del grupo de los B-
lactamicos. Estos agentes actuan inhibiendo la sintesis de la pared celular bacteriana al
unirse e inactivar las proteinas de union a penicilina (PBP), provocando la lisis
bacteriana. Estos antibidticos son unos de los mas utilizados a nivel mundial y mas
eficaces, debido a que suelen ser resistentes a la hidrolisis de las B-lactamasas. Su
estructura contiene un anillo B-lactamico que presenta un atomo de carbono en la
posicion 1, en sustitucion del atomo de azufre que comunmente tienen la mayoria de
las penicilinas y cefalosporinas (Figura 5). También presenta una insaturacion entre el
carbono 2 y 3 del anillo pentamérico. Los mas conocidos son el imipenem, el

meropenem, el ertapenem y el doripenem (27,28).
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Figura 5 | Estructura quimica de los 3-lactamicos. Extraido de: (29)

La propagacion de bacterias Gram negativas resistentes a carbapenémicos sigue
evolucionando rapidamente por todo el mundo, siendo una de las causas mas
importantes de infecciones hospitalarias. Dentro de este grupo de bacterias resistentes

a carbapenémicos se encuentran bacterias como Pseudomonas aeruginosa,



Acinetobacter baumannii (y Enterobacterias, las cuales se agrupan, de acuerdo con la
OMS, dentro de patdgenos criticos que requieren investigacion y un urgente desarrollo

de medicamentos (30).

En el caso de Pseudomonas existen diferentes mecanismos de resistencia frente a este
grupo de antibiéticos, los cuales son: 1. Alteracién de la permeabilidad de membrana
externa, como por ejemplo la pérdida de la porina OprD, 2. Hiperexpresién de bombas
de expulsion activas intrinsecas, 3. Inactivacion enzimatica a través de carbapenemasas
como las metalo- B-lactamasas (MBL) que incluyen las enzimas VIM e IMP 5.
Hiperproduccion de la -lactamasa cromosémica AmpC inducible. Ademas, en bacterias
Gram negativas la resistencia suele ser consecuencia de la asociacion de varios de

estos mecanismos (31).

5.9 Elementos génicos de diseminacion de resistencia

Las bacterias tienen la capacidad de adquirir genes por transferencia horizontal que con
frecuencia se localizan en elementos genéticos méviles y movilizables (EGM), como
integrones, transposones, secuencias de insercion, islas gendmicas, fagos, plasmidos
y elementos conjugativos integradores (ICE). Estos elementos permiten la diseminacién
de mecanismos de resistencia entre bacterias de la misma o distinta especie (32). Estos
EGMs son fragmentos de DNA capaces de codificar las proteinas necesarias para
mediar el movimiento de DNA entre genomas, desempefiando un papel importante en
la evolucién de las especies. Ademas, en un mismo elemento genético pueden hallarse
varios genes implicados en la resistencia a distintas familias de antibiéticos (33).

Los tres elementos genéticos méviles mas caracteristicos de las especies bacterianas
son:

. Plasmidos: son moléculas de ADN extracromosdmicas generalmente circulares,
autorreplicantes y transferibles de un organismo a otro mediante conjugacion (34).

. Elementos génicos transponibles: Son secuencias de DNA que tienen la capacidad
de cambiar de posicion dentro del genoma. Dentro de este grupo existen diferentes tipos
de elementos transponibles que incluyen: 1) las secuencias de insercion (IS) que
contienen una transposasa flanqueada por dos secuencias repetidas invertidas. y 2) los
transposones compuestos (Tn) que contienen en la regidn central de genes que pueden
conferir resistencia a antibidticos y esta flanqueada por dos secuencias IS, en orden
directo o inverso (35,36).

. Integrones: es una unidad genética que incluye los componentes de un sistema de
recombinacion sitio-especifico que es capaz de capturar, movilizar y expresar estructura

llamadas casetes génicos. Estos casetes génicos se caracterizan por presentar una
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secuencia especifica (attC) que reconocida por la integrasa se une por recombinacién
sitio-especifica a la secuencia attl del integron. Los genes casetes pueden formar
estructuras circulares que portan las secuencias ORF (open reading frame) de un gen
de resistencia seguido por un sitio attC que permite el intercambio. En algunos casetes
génicos existe un promotor que actia como un sistema de clonacion natural y como
vector de expresion (37). La estructura basica de los integrones consta de:

a. el genintsituado en el extremo 5’ conservado (5’-CS), que codifica una integrasa
de la familia tirosina-recombinasa que esta implicada en la integracion y liberacion
de casetes génicos

b. attl, que es un sitio de recombinacion sitio-especifico, reconocido por la integrasa,
en donde se integra el casete génico

C. Pc, promotor que permite la expresion de los casetes génicos aguas abajo que
esta inversamente relacionado con la capacidad de la integrasa para escindir e
integrar nuevos genes. Ademas, Pc puede combinarse con un segundo promotor
denominado P2 que si se encuentra activo incrementa la fuerza del Pc (38). Y
Pint1, promotor que permite la expresién de la integrasa (39).

La integrasa permite la interaccién entre attC del casete génico y el attl, uniéndolos y

facilitando su integracion o escision de la regién variable del integron como se muestra

en la Figura 6 (40). Estos elementos se dividen en integrones de resistencia (IR) que
forman parte normalmente de transposones y plasmidos y contienen habitualmente
genes de resistencia a antibiéticos y superintegrones (Sl) que suelen contener genes
asociados a funciones adaptativas y se localizan en el cromosoma (41). Hasta el
momento se han descrito 5 clases de IR, pero mayoritariamente los de clase 1,2y 3 se
han detectado en Pseudomonas, principalmete los de clase 1 (42).
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Figura 6 | Representacion esquematica de la estructura basica de un integrén y de la adquisicion

de cassettes genéticos de resistencia. Extraido de: (39)

Los integrones de clase 1 normalmente contienen el segmento 5’ conservado (5’-CS)

que incluye al gen intl1 y el sitio adyacente de recombinacién attl, ademas del segmento
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3’ conservado (3’-CS) que contiene el gen qacEAT (resistencia a detergentes) truncado
por el gen sul1 (resistencia a sulfonamidas) y a veces puede contener los genes orf5 u
orf6 de funcion desconocida. Sin embargo, la regién 3’-CS puede ser diferente, incluso
hay autores que han descrito la ausencia del gen sul1 en el 10% de los integrones de
clase 1 (39). Hipotéticamente, el origen de los integrones de clase 1 se podria deber a
la generacion de un ancestro formado por la adquisicion del gen intl1 y la secuencia
attl1 por parte de un transposon de la familia Tn5053, dando lugar al Tn402, el cual
contiene una region de transposicion tni completa (tniR/C,tniQ,tniB,tniA) siendo un
transposon funcional y un integrén. Por esta razén, los integrones de clase 1 derivados
del Tn402 tienen la facilidad de diseminarse entre distintas especies de bacterias. (43)

Este proceso de divergencia se resume en la Figura 7.
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Figura 7 | Modelo de origen y divergencia de los integrones de clase 1. Extraido de: (43)
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6. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

Dado que la caracterizacion molecular de Pseudomonas spp. resistentes a

carbapenémicos es un estudio de gran interés en la lucha contra la resistencia a
antibidticos, la hipétesis del trabajo es estudiar cuales son los mecanismos de
resistencia o virulencia presentes en estas bacterias para ayudar a encontrar posibles
alternativas para acabar con ellas, ayudando a paliar este problema de salud publica
mundial.
Por ello, los objetivos de este trabajo son los siguientes:

1. Estudiar la relacion clonal.

2. Determinar los fenotipos de resistencia a un amplio nimero de antimicrobianos.
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3. Caracterizar los mecanismos implicados en la resistencia a antibidticos
carbapenémicos.

4. Detectar los elementos genéticos mdéviles (integrones/plasmidos) implicados en
la diseminacion de la resistencia a carbapenémicos.

5. Estudiar la presencia de factores de virulencia en las cepas.

6. Detectar la localizacion cromosdmica/plasmidica del gen blaviu-2 .

7. Realizar el andlisis informatico de los genomas de las cepas obtenidos mediante
secuenciaciéon masiva (WGS, Whole-genome sequencing), determinando el

resistoma, viruloma y moviloma de dichas cepas.

7. METODOLOGIA

Para cumplir con los objetivos mencionados anteriormente se ha llevado a cabo, el

siguiente proceso de experimentacion (Anexo 1):

7.1 Preparacion de medios de cultivo

- Medio Brain Heart Infusion Broth (BHI liquido): Se suspendieron 37 g de medio en 1
L de agua destilada, se calentd y agit6é la mezcla hasta que se diluyd todo el contenido
(se dejoé hervir durante 1 minuto (min)). Después, se distribuyd el medio en tubos de
ensayo (3 mL) y se esterilizaron en el autoclave a 121 °C.

- Medio Brain Heart Infusion Agar (BHI agar): Se suspendieron 52 g de medio en 1 L
de agua destilada, se calentd y agit6 la mezcla hasta que se diluyé todo el contenido (se
dejé hervir durante 1 min). Después, se esterilizo el medio en el autoclave a 121 °Cy se
distribuyé en placas de Petri.

- Muller Hinton Agar (MH agar): Se suspendieron 38 g de medio en 1 L de agua
destilada, se calienté y agité la mezcla hasta que se diluyé todo el contenido (se dejo
hervir durante 1 min). Después, se esterilizo en el autoclave a 121 °C y se distribuyo6 en

placas de Petri.

7.2 Cepas de trabajo

Se trabajo con las siguientes cepas de Pseudomonas spp. aisladas durante el periodo
2016-2020 en el Hospital San Pedro de Logrofio (La Rioja):

Tabla 1 | Cepas de Pseudomonas spp. analizadas.

Especie Cepa
P. monteilli Ps1139, PPs1169, Ps1177, Ps979, Ps1108, Ps1115, Ps1130
P. aeruginosa aPs1149

P. putida aPs1163, Ps1167, "Ps1176, Ps708, Ps712, Ps960, Ps1105, Ps1109
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amismo paciente, Pmismo paciente.

Todas provienen de muestras de orina, con excepcion de la cepa Ps712 que proviene de muestra de heces.

7.3 Condiciones de cultivo

A las cepas guardadas a -20°C en un medio con leche desnatada, les realiz6 un pase
de aislamiento por agotamiento por estrias sobre el medio BHI agar en placa de
Petri. Para ello, se cogi6é una pequefia cantidad de muestra de bacteria mediante un asa
de siembra y se repartié sobre la mitad de la superficie de cultivo, a continuacién, se
cambid de asa y se cogio la muestra de la siembra anterior y se repartié por un cuarto
de la placa, después, con una nueva asa de siembra se cogié muestra de la siembra
previamente realizada y se esparcié por el ultimo cuarto de la placa libre. Por ultimo, se
incubaron las placas 24 horas (h) a 37°C. Con esta técnica lo que se consigue es aislar
una colonia bacteriana a partir de un elevado numero de bacterias. A continuacion, se
seleccion6 una colonia bacteriana del aislamiento por agotamiento por estrias y se
realizé un pase en masa. Este método se basa en coger una uUnica colonia y cubrir toda
la placa de Petri con un asa de siembra, como todas las bacterias provienen de la misma

colonia, se consideran clones. Por ultimo, se incubaron las placas a 37°C durante 24 h.

7.4 Tipificacion molecular mediante electroforesis de campos pulsado (PFGE)

Para obtener la relacion clonal entre las cepas de Pseudomonas se utilizé la técnica de
PFGE.

1. Preparacion de insertos

A partir de un cultivo puro de 24 h en placa de agar BHI se inocularon varias colonias
en 3 mL de BHI liquido, y se incubaron a 37°C durante 24 h. Después, se cogié 1 mL
en un eppendorf y se centrifugd a 13.000 rpm durante 2 min, se tir6 el sobrenadante y
al precipitado se le anadié 1 mL de TE (10 mM Tris-HCI (pH 8), 1 mM EDTA (pH 8)), se
resuspendio y se centrifugd a 13.000 rpm durante 2 min. A continuacion, el precipitado
se resuspendio en 1 mL de TE.

Se preparo agarosa (Pulsed Field Certified Agarose, BIO-RAD) al 1,5% en buffer TE y
se mantuvo a 56°C. Después, se mezclaron 0,5 mL de la suspensién bacteriana con 0,5
mL de agarosa y se distribuy6 en los moldes, preparando 3 insertos por aislado y se
dejé solidificar.

2. Lisis de insertos

Los insertos solidificados se pusieron en tubos de 15 mL y se afiadieron 3 mL de buffer
de lisis (50 mM Tris, 50 mM EDTA, 1% sarcosil, 1 mg/mL proteinasa K, pH 8) y se dejo

incubar durante 6 h en un bafo de agua con agitacién a 56°C. Después, se tiré el buffer

14



de lisis y se prepard otro buffer de lisis con una concentraciéon de proteinasa K de 0.1
mg/ml y se dejo en agitacion durante toda la noche.

3. Lavado de insertos

Tras eliminar el buffer de lisis, se realizaron los siguientes lavados: 1) 10 mL de agua
destilada estéril durante 10 min a 56°C en agitacion; 2) 10 mL de TE/tiourea cada 30
min a 56°C en agitacion (tres veces); 3) 10 mL de TE/tiourea durante 30 min, a
temperatura ambiente. Después, se afiadié nuevo buffer de TE/tiourea y se guardaron
los insertos a 4°C para proximas aplicaciones.

4. Digestidn de insertos

Para la digestion se empled la mitad de un inserto de cada cepa de estudioy 10 U de la
enzima de restriccion Spel (Takara). El volumen final de buffer de digestion fue de 100
ul para cada inserto el cual contenia: 1 yL de Spe/ (10000 U/ uL), 10 pL de buffer (10X)
y 89 uL de H20O destilada estéril. Los insertos se dejaron incubar durante toda la noche
a 37°C.

5. Preparacion del gel de agarosa

Se preparé un gel al 1% de agarosa (agarosa D-5, Condalab) en TBE 0.5X. Una vez se
ha solidificado el gel, se rellenaron los pocillos con los insertos digeridos dejando el
primero y ultimo para el marcador de tamafo (Lambda Ladder PFG Marker de BioLabs,
New England) y se sellaron los pocillos con agarosa a 56°C.
6. Electroforesis

Este paso se realizé en una cubeta de electroforesis de campos pulsados CHER-DR 1l
(BioRad) con 2 L de TBE 0,5X suplementado con tiourea 75 pM (para evitar la
degradacion del ADN). Las condiciones de electroforesis fueron: a) rampa lineal pulsada
de 5sa 15 s a 14 °C durante 10 h; b) rampa lineal pulsada de 15 s a 45 s a 14 °C
durante 10 h. Ambas con un angulo de 120°, una bomba a 70 y un gradiente de voltaje
de 6 V/cm.

7. Tincion del gel y visualizacion

Se tifo el gel en una solucion acuosa de 300 ml de bromuro de etidio (30 pl/300 ml)
durante 30 min. A continuacion, se visualizé el gel en un transiluminador ultravioleta y
se fotografié con el captador de imagenes (BioRad). Seguidamente, se destiiid el gel
con H20 miliQ durante 30 min y se fotografié de nuevo.

8. Analisis de los patrones de PFGE

Los patrones se compararon y se clasificaron en indistinguibles, estrechamente
relacionados, posiblemente relacionados o diferentes segun las directrices propuestas
por (44). Por otro lado, se realizé un analisis informatico de los geles mediante el

software GelJ (45) usando el coeficiente Dice vy la clasificacion por método UPGMA.
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7.5 Determinacion de la sensibilidad a antibidticos

7.5.1 Difusién en disco

Para determinar la sensibilidad a diferentes antibidticos, se utilizé la técnica de difusiéon
en disco o antibiograma. Para ello, a partir de un cultivo puro en placa de 24h se
realizé una suspension bacteriana en solucién salina estéril al 0,9% consiguiendo un 0,5
McFarland. A continuacion, se introdujo un hisopo estéril en la suspension bacteriana y
se frotd por toda la superficie de la placa de Petri. Después, se colocaron los discos de
antibidticos (Tabla 2). Por ultimo, se incubaron las placas a 37 °C durante 20-24h. Se
midid el diametro del halo de inhibicién (mm) de las placas y se comparé con los
parametros estandarizados del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para
Pseudomonas spp. con el objetivo de determinar la resistencia o sensibilidad a los
antibidticos utilizados en las cepas testadas. En la Tabla 2 se muestran los puntos de

corte (mm) de los antibiéticos segun el CLSL del 2021:

Tabla 2 | Puntos de corte (mm) segun el CLSI del2021 de los antibidticos utilizados.

Contenido Diametro del halo de inhibicién (mm)
Antibiético
del disco Sensible Intermedio Resistente
Amikacina (AMK) 30 pg 215 13-14 <12
Aztreonam (ATM) 30 ug =22 16-21 <15
Ticarcilina (TIC)* 75 ug =24 16-23 <15
Piperaciclina-
100/10 ug =21 15-20 <14
tazobactam (TZP)
Doripenem (DOR) 10 ug =19 16-18 <15
Imipenem (IMP) 10 ug =19 16-18 <15
Meropenem (MER) 10 g 219 16-18 <15
Gentamicina (GEN) 10 ug =15 13-14 <12
Netilmicina (NET) 30 g 215 13-14 <12
Tobramicina (TOB) 10 ug =15 13-14 <12
Ciprofloxacina
5 ug 225 19-24 <18
(CIP)
Colistina (CST) 10 ug =11 - <10

*Segun CLSI 2016

7.5.2 Test sinérgico de doble disco

Para la deteccion de produccion de metalo-p—lactamasa (MBL), B-lactamasa de

espectro extendido (BLEE) y la presencia de AmpC inducible se utiliz6 la técnica del
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test sinérgico de doble disco. Para ello, se repitié el proceso anterior, colocandose

los discos en una posicion determinada segun el experimento:

Deteccién de MBL: Se colocé un disco de imipenem (IMP) (10 ug) + un disco
con 6 ul de acido etilendiaminotetraacético (0,5 M y pH 8,0) (EDTA, Panreac) +
un disco de meropenem (MEM) (10 pg) a 2 cm de distancia de centro a centro
de cada disco. El EDTA es un agente quelante que atrapa los iones Zn?* y las
MBL necesitan este cofactor para llevar a cabo su reaccion enzimatica. por lo
que al colocar el EDTA se inhibira la accién de la enzima MBL. Por lo tanto,
cuando el organismo presenta actividad MBL se observa una sinergia en el halo
de inhibicion cerca del disco de EDTA, debido a que se inhibe la accién de la
enzima. Sin embargo, esta prueba debe ser verificada mediante el uso de PCR

para detectar los genes responsables de este mecanismo de resistencia (46).

Figura 8 | Test sinérgico de doble disco positivo para MBL. Extraido de: (47)

Deteccion de BLEE: Se colocé un disco de cefepime (FEP) (30 ug) + un disco
de amoxicilina-acidoclavulanico (AMC) (10 pg) separados a 2 cm de distancia
de centro a centro del disco. En la cepa productora de BLEE se observara una

sinergia (48).

© o

Figura 9 | Test sinérgico de doble disco positivo para BLEE.

Presencia de AmpC inducible: Se colocé un disco de ceftazidima (CAZ) (30
Mg) + un disco de IMP (10 ug) + un disco de piperacillin/ tazobactam (TZP)
(100/10 ug) separados a 2 cm de distancia de centro a centro de cada disco. Se
detecta que el organismo produce una B-lactamasa inducible cuando se observa

un antagonismo entre CAZ y TZP (49).
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Figura 10 | Test sinérgico de doble disco positivo para AmpC inducible. Extraido de: (49)

7.6 Extraccion de ADN

Se extrajo el DNA mediante el método InstaGene™ Purification matriz (Bio-Rad),

siguiendo las recomendaciones del comercial.

1. A partir de un cultivo puro en placa se recogidé un asa de siembra y se

resuspendio en 1 mL de agua destilada estéril.

Se centrifugd a 12.000 rpm durante 1 min.

El precipitado se resuspendié en 200 uL de la resina comercial de extraccion
(InstaGene Matrix, Bio-Rad) y se incubd en un bano de agua a 56°C durante 30
min.

4. Los tubos se agitaron vigorosamente durante 10 segundos (s) y se mantuvieron
a 100°C durante 8 min. Después, se agitaron con un vortex 10 s y se
centrifugaron a 12.000 rpm durante 3 min.

5. El sobrenadante, que es donde se encuentra el DNA obtenido, se traspaso a un

eppendorf limpio y estéril. Se conservo a 4°C.

7.7 Determinacion de la concentracion de ADN

Para determinar la concentraciéon de ADN extraido en el paso anterior se utilizd el
meétodo espectrofotométrico (NanoDrop® ND-1000, NanoDrop Technologies). Se trata
de un método muy sensible y por lo tanto requiere poca cantidad de muestra (3 pl). Para
equilibrar el espectrofotémetro y ajustar el blanco se utilizd agua miliQ. Una vez
equilibrado se afiadio la muestra y se midio la concentracion y pureza de esta. La lectura
a 260 nm nos indicé la concentracién del ADN, para lo que se considera que una unidad
de absorbancia (Aze0=1) corresponde aproximadamente a una concentracién de 50
Mg/uL de dsADN. Por otro lado, el cociente entre la lectura a 260 y 280 indicé la pureza
del ADN obtenido, cuando esta cantidad es pura el cociente estara entre 1,8 y 2,0,
mientras que si existe contaminacion por proteinas la relacion sera inferior a 1.8 y si es

contaminacion por ARN el cociente sera superior a 2.0.
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Cuando la concentracién obtenida de las muestras en el NanoDrop fue superior a
1000 pg/ul, se diluyeron para poder trabajar con ellas. La dilucion fue de 1/10 en agua

miliQ esteril.

7.8 Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es una técnica rapida y econdmica que se utiliza para amplificar pequefios
fragmentos de ADN mediante el uso de secuencias de ADN cortas denominadas
cebadores que se uniran a nuestro fragmento de interés (50). En nuestro caso se ha
utilizado para la deteccién de genes de virulencia y la caracterizacion de integrones. Los

reactivos utilizados para esta técnica se muestran en la Tabla 3:

Tabla 3 | Reactivos utilizados durante la PCR y volumenes adicionados para preparar la mezcla de PCR.

Concentracién en Volumen Concentracion final
Componente PCR
stock por tubo de reaccioén
Tampédn de reaccién
5X 5uL 1X
NH. (Bioline)
MgCl2 (Bioline) 50 mM 1,5 uL 1,5 mM
Mezcla de dNTPs
_ 10 mM 1uL 0,2 mM
(Sigma)
Cebador forward (F)
. 25 uM 1L 0,5 uM
(Sigma)
Cebador reverse (R)
. 25 uM 1 uL 0,5 uM
(Sigma)
BioTaq ADN
. o 5U/ ul 0,3 pL® 1,5U
polimerasa (Bioline)
H.O miliQ - 30,2 uL -
ADN - 10 pL -
Volumen total 50 pLP

aEn aquellas PCRs con fragmentos superiores a 1500 pb se empled 0,5 pL (2,5U) de BioTaqg ADN
polimerasa (Bioline).

bSi se trata de una PCR muiltiple este volumen variara, debido a que hay mas de una pareja de cebadores.

El mix de PCR para todas las muestras se prepar6 bajo la campana de flujo en tubos
eppendorf de 1,5 mL estériles, donde se fueron anadiendo los componentes uno a uno
por separado en cantidad suficiente para el numero de muestras que se queria estudiar.
A continuacion, en cada tubo de PCR (0,2 mL) se adicionaron 40 pl de PCR mixy 10 pl
del ADN (fuera de la campana). En todas las reacciones se incluyd un control positivo

que contenia el ADN de un organismo que contiene nuestra secuencia a amplificar y un
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control negativo que no contenia ADN, el cual es sustituido por H,O miliQ. Las PCR se
realizaron en termocicladores T1 y T3000 Thermocycler (Biometra®). Las secuencias
de cebadores, el tamario del amplicon y las condiciones de PCR se describen en cada

uno de los apartados siguientes:

7.8.1 Caracterizacion de integrones:

Para determinar la presencia de integrones en el interior del genoma bacteriano se
utilizé la técnica de PCR. Primero se buscaron las estructuras basicas que determinan
la presencia de integrones como el gen de la integrasa tipo 1 (intl-1) (51), los genes
QacEA1sul1 (52). Ademas, se realizdé una PCR con cebadores que codifican en la region
5°-CS (Int1-centro) y en la 3'-CS (RV-R) para ver la presencia y el tamafo de los
posibles integrones (53). Los cebadores y condiciones de las PCRs se agrupan en la
Tabla 4.

Tabla 4 | Secuencia de los cebadores y condiciones de la PCR utilizado en la PCR de Int-1, QacEA1-Sul1

e Int-1-RV.
Diana Secuencia (5’2 3’) Tamaro del
amplicén
alntl1 intl1-F: GGGTCAAGGATCTGGATTTCG 480 pb
intl1-R: ACATGCGTGTAAATCATCGTCG
2QacEA1- Qac-F: GGCTGGCTTTTTCTTGTTATCG
Sult Sul-R: GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG 125 pb
Int1-centro-F:
bIntl1-RV CGAAATCCAGATCCTTGACCC Variable

RV-R: AAGCAGACTTGACCTGA

aCondiciones: 1 ciclo: inicio 94°C 5 min, 30 ciclos: desnaturalizacion 94°C 30 s, annealing 62°C 30 s,

elongacion 72°C 1 min, 1 ciclo: elongacion final: 72°C 8 min.
bCondiciones: 1 ciclo: inicio 94°C 5 min, 35 ciclos: desnaturalizacion 94°C 1 min, annealing 55°C 1 min,

elongacion 65°C 8 min, 1 ciclo: elongacion final: 72°C 8 min.

Para caracterizar los genes que se encuentran dentro de los integrones de clase 1 de
nuestras cepas se utilizé la técnica de Mapeo por PCR, que consiste en el uso de varios
cebadores tanto para la amplificacibn como para la secuenciacion de fragmentos
solapados de la region variable con la finalidad de obtener el integréon entero (54). Para

ello se utilizaron los cebadores y condiciones de la Tabla 5.
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Tabla 5 | Secuencia de los cebadores y condiciones de la PCR utilizado en la PCR de RV.

Tamano del
Diana Secuencia (5> 3’) L.
amplicon

RV-F: GGCATCCAAGCAGCAAG
RV- vim Variable
Vim-R: CGAATGCGCAGCACCAG

Vim-F: GATGGTGTTTGGTCGCATA
vim-RV Variable
RV-R: AAGCAGACTTGACCTGA

Vim-F: GATGGTGTTTGGTCGCATA

vim -bel Variable
BEL-R: CAGAAGCAATTAATAACGCCC
aac(6')-Ib-F:
aac(6’)-Ib -
. TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA Variable
vim

Vim-R: CGAATGCGCAGCACCAG

intl1centro-F:

Intl1centro-
CGAAATCCAGATCCTTGACCC Variable
aac(6’)-Ib
aac(6')-Ib-R: CTCGAATGCCTGGCGTGTTT
vim -Tn402- Vim-F: GATGGTGTTTGGTCGCATA Variabl
ariable
tniC Tn402-TniC-R: CGATCTCTGCGAAGAACTCG
aac(6’)-Ib - aac(6')-Ib-F: TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA Variabl
ariable
sul1 SUL1-R: GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG
BEL-F: CGACAATGCCGCAGCTAACC )
bel -sul1 Variable
SUL1-R: GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG
Dfrll-F: GATCACGTGCGCAAGAAATC
dfrll-vim Variable
Vim-R: CGAATGCGCAGCACCAG
dfrll - aac(6’)- Dfrll-F: GATCACGTGCGCAAGAAATC Variabl
ariable
Ib aac(6')-Ib-R: CTCGAATGCCTGGCGTGTTT

Condiciones: 1 ciclo: inicio 94°C 5 min, 35 ciclos: desnaturalizacion 94°C 1 min, annealing 55°C 1 min,

elongacion 65°C 8 min, 1 ciclo: elongacion final: 72°C 8 min.

7.8.2 Estudio de factores de virulencia

Para el estudiar la presencia de factores de virulencia se realizaron diferentes PCRs.
En la Tabla 6 se recogen los cebadores y las condiciones de las diferentes PCRs

realizadas.

Tabla 6 | Secuencia de los cebadores y condiciones de las PCRs de factores de virulencia.

Tamano Temperatura
Diana Secuencia (5’> 3’) del de Ref.

amplicon alineamiento
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F: ATGCATATCCAATCGTTG

exoU 2000 pb 55°C (55)
R: TCATGTGAACTCCTTATT
F: GCGAGGTCAGCAGAGTATCG
exoS 118 pb 60°C (56)
R: TTCGGCGTCACTGTGGAT
F: CTTGGTCATGATCGAATTGCTC
rhil 625 pb 60°C (57)
R: ACGGCTGACGACCTCACAC
F: CAATGAGGAATGACGGAGGC
rhiR 730 pb 60°C (57)
R: GCTTCAGATGAGGCCAGC
F:CGGGTATCGTACTAGGTGCATCA
lasl 605 pb 60°C (57)
R: GACGGGAAAGCAGGAAACTT
F:CGGGTATCGTACTAGGTGCATCA
lasR 1100 pb 60°C (55)
R: GACGGGAAAGCCAGGAACTT
F: GACCAGCCAGGTGAACG
exIA 497 pb 60°C (58)

R: CTCCGCCGCCCTGGCGTC

Condiciones: 1 ciclo: inicio 94°C 5 min, 30 ciclos: desnaturalizacion 94°C 30 seg, annealing X°C 30 seg,

elongacion 72°C 1 min, 1 ciclo: elongacion final: 72°C 8 min.

7.9 Deteccion de genes de resistencia mediante PCR multiple

La PCR miuiltiple es una técnica molecular que se utiliza para la amplificaciéon de

multiples dianas en un solo experimento de PCR, usando multiples pares de cebadores

en una mezcla de reaccién (59). En nuestro caso se han utilizado para la deteccion de

genes responsables de los mecanismos de resistencia a antibiéticos.

7.9.1 Deteccion de genes codificantes de MBL:

Para confirmar la presencia de genes que codifican para MBLs se realizé una PCR

multiplex (60). La mezcla de la reaccién se realizo siguiendo la Tabla 7, utilizando los

cebadores y condiciones de amplificacion de la Tabla 8.

Tabla 7 | Cantidades afiadidas de los reactivos utilizados en la PCR multiple.

Componente PCR

Concentracion en

Volumen por

Concentracion final

stock tubo de reaccion
KAPA Taqg HotStart
5X 5uL 1X

Buffer
MgCl, KAPA 25 mM 1,5 uL 1,5 mM
dNTPs 10 mM 0,5uL 0,2 mM
Cebador forward 25 mM 0,5 uL 0,5 mM
Cebador reverse 25 mM 0,5uL 0,5 mM
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Taq (KAPA) 5 U/ 0,1 pL 05U

H20 miliQ - 7,9 uL -
ADN - 5uL -
Total 25 uL

Tabla 8 | Secuencia de los cebadores y condiciones de la PCR utilizado en la PCR multiple de MBL.

Diana Secuencia (5’> 3’) Tamano del amplicén

F: TACAAGGGATTCGGCATCG
Sim 570 pb
R: TAATGGCCTGTTCCATGTG

F:TCGACACACCTTGGTTCTGAA
Gim 477 pb
R: AACTTCCAACTTTGCCATGC

F: GATGGTGTTTGGTCGCATA
Vim 390 pb
R: ACATTATCCGCTGGAACAGG

F: AAAATCTGGGTACGCAAACG
Spm 271 pb
R: ACATTATCCGCTGGAACAGG

F: GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC?
Imp 188 pb
R: CCAAACYACTASGTTATCT®

aY=C+T; S=G+C
Condiciones: 1 ciclo: inicio 94°C 5 min, 36 ciclos: desnaturalizacion 94°C 30 s, annealing 52°C 40 s,

elongacion 72°C 50 s, 1 ciclo: elongacion final: 72°C 5 min.

7.9.2 Deteccion de genes codificantes de carbapenemasas de clase A:

Para confirmar la presencia de genes que codifican para carbapenemasas de clase A
se realizé una PCR multiplex (61). La mezcla de la reaccién se realizé siguiendo la Tabla

7, utilizando los cebadores y condiciones de amplificacion de la Tabla 9.

Tabla 9 | Secuencia de los cebadores y condiciones de la PCR utilizado en la PCR midltiple de

Carbapenemasa de clase A.

Diana Secuencia (5’2 3’) Tamano del amplicén

F: GTATCGCCGTCTAGTTCTGC
KPC? 638 pb
R: GGTCGTGTTTCCCTTTAGCC

F: ACTTTGATGGGAGGATTGGC
SME? 551 pb
R: ACGAATTCGAGCATCACCAG

F: TGCGGTCGATTGGAGATAAA
IMI (NMC)© 399 pb
R: CGATTCTTGAAGCTTCTGCG

F: GCTTCATTCACGCACTATT
GES 323 pb
R: CGATGCTAGAAACCGCTC

@ Variantes del gen KPC capaz de detectar: de KPC-2 a KPC-13.
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b Variantes del gen SME capaz de detectar: de SME-1 a SME-3.

¢Variantes del gen IMl'y NMC capaz de detectar: de IMI-1 a IMI-3 y NMC-A.

dVariantes del gen GES capaz de detectar: de GES-1 a GES-9y de GES-11 a GES-20.

Condiciones: 1 ciclo: inicio 94°C 5 min, 25 ciclos: desnaturalizacion 94°C 30 s, annealing 52°C 40 s,

elongacion 72°C 1 min, 1 ciclo: elongacion final: 72°C 7 min.

7.10 Electroforesis en gel de agarosa

Para la visualizacién de los fragmentos amplificados por PCR se realizd una
electroforesis horizontal en gel de agarosa. Para la preparacién del gel se utilizé una
concentracion de agarosa (Agarosa D1 baja EEO, Propadisa) en el rango de 1-2% (m/v)
dependiendo del tamafo del amplicon esperado, después se diluyé en tampén TBE 1X
y se calenté en el microondas hasta que la disolucién quedé completamente
transparente. El tampoén TBE 1X se prepard a partir de TBE 5X compuesto por: 54 g/L
tris(hidroximetil)aminometano (Tris, Pacreac), 25,5 g/L acido bérico (Panreac) y 20 mL
EDTA (0,5 M pH 8; Pacreac). Posteriormente, se vertié la mezcla en un molde y se
esperd hasta su solidificacion. A continuacion, se coloco el gel en una cubeta de
electroforesis que contenia tampén TBE 1X y se cargo el gel. En el primer pocillo se
puso el marcador de peso molecular: si el tamafio del amplicén era >1000pb se cargaron
3 pl de Hyperladder Il (Biolader) pero si el tamafio del amplicon era <1000 bp se
cargaron 3 pl Hyperlader IV (Bioline), en los demas pocillos se cargaron 10 ul de DNA
amplificado con 3 pl de tampén de carga (4 g de sacarosa (Panreac), 0,025 g de
bromofenol (Panreac) y 0,025 g xilenocianol (Sigma) en 10 mL de H.O destilada).
Luego, se dejé que migrara el gel a 140 V durante 40 min y se tifid por inmersién en una
disoluciéon de bromuro de etidio (10 mg/mL, Sigma) durante 30 min. Por ultimo, se

visualizo el gel con un transiluminador ultravioleta (BioRad).

7.11 Secuenciacion

La secuenciacién de los fragmentos amplificados mediante PCR se llevé a cabo para
conocer la estructura concreta de los integrones, Para ello, se enviaron a secuenciar los
productos de las PCRs realizadas para los fragmentos RV-VIM y VIM-RV y asi conocer
la estructura de los integrones. Unicamente se eligieron para la secuenciacién aquellas
cepas donde en la PCR se habia obtenido un producto limpio, es decir que en el gel de

agarosa aparecia una Unica banda.

1. Reaccion de secuenciacion

El método utilizado para la secuenciacion fue la secuenciacion Sanger, que sirve para

determinar la secuencia de nucledétidos del ADN. Para ello, se utilizaron los mismos
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cebadores que para las PCRs y se realizd en un servicio externo a través de la empresa
GENEWIZ.

2. Analisis de las secuencias

Una vez se obtienen las secuencias nucleotidicas se utilizan diferentes herramientas
informaticas para el tratamiento de las secuencias:
- Programa Chromas (Chromas 1.51, Australia), para analizar los cromatogramas
y para obtener las secuencias en formato FASTA.

- Biomodel (http://biomodel.uah.es/en/lab/cybertory/analysis/massager.htm), para

limpiar las secuencias y obtener las secuencias inversas complementarias.
- Web EMBL del European Bioinformatics Institute (EBI)

(https://lwww.ebi.ac.uk/Tools/msal/clustalo/) para alinear las secuencias para

obtener el amplicon.

- Base de datos blast del NCBI (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para

identificar los genes que hay en la secuencia de ADN obtenida.

712 Localizacion cromosomica y/o plasmidica del gen blaviu.2

Para determinar la localizacién cromosomica y/o plasmidica del gen blay-2 de las
cepas de Pseudomonas spp. que contenian ese gen se utilizé la técnica de Southern

blotting.

7121 PFGE para visualizacion de plasmidos (Nucleasa S1) vy genoma (I-Ceul)

Se utilizan los insertos ya preparados del protocolo de PFGE propuesto en el apartado
7.4.

1. Digestidn de insertos

Se realizaron dos restricciones del DNA con dos enzimas diferentes: nucleasa S$1
(160U ul; Takara) que corta los plasmidos contenidos en el organismo, linealizandolos
y permitiéndonos ver el nimero y tamafio de estos en un gel de electroforesis en campos
pulsados e I-Ceul (5000 U/ml; New England, Biolabs) cuya diana de restricciéon se
encuentra en el 23S rARN del cromosoma del organismo. Para la digestion se emplean

las condiciones descritas en la tabla 10.

Tabla 10 | Composicion de las mezclas de enzimas de restriccién de S1 e /-Ceul y condiciones de

incubacion.
Componentes Nucleasa S1 (160 U) I-Ceul (10 U)
Enzima 1L 2 UL
Buffer de reaccién 200 pL 170 pL
H2O destilada estéril 1800 pL 88 uL
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Temperatura de
. . 37°C 37°C
incubacion

Tiempo de incubacion 40 min Toda la noche

En el caso de la Nucleasa S1, tras 40 minutos se detuvo la reaccion de digestion
adicionando 10 pl de EDTA 0,5 M que se incubd durante 10 min a temperatura ambiente.
Después, se retir6 el buffer y se echaron 100 uL de TE.

2. Preparacion del gel de agarosa
Se disolvio la agarosa (Pulsed Field Certified Agarose; BioRad) al 1% en TBE 0,5X en

el caso de la digestion con /-Ceul y al 1,5% en el caso de la digestion con Nucleasa S1

en un volumen final de 150ml. A continuacion, se vertié la agarosa fundida en el molde
para hacer el gel, y se dejo solidificar a temperatura ambiente. Seguidamente, se
rellenaron los pocillos con los insertos dejando el primero para el marcador de tamafio
(Lambda Ladder PFG Marker de BioLabs, New England) y se sellaron los pocillos con
agarosa a 56°C.
3. Electroforesis

Este paso se realizd en una cubeta de electroforesis de campos pulsados CHER-DR I
(BioRad) con 2 L de TBE 0,5X suplementado con tiourea 75 pM. Las condiciones de

electroforesis para ambas reacciones de restriccién se agrupan en la Tabla 11:

Tabla 11 | Condiciones de electroforesis para los insertos digeridos con Nucleasa S1y I-Ceul.

Reaccion Nucleasa S1 I-Ceul

Gradiente de voltaje 6 V/icm 6 Vicm

Rampa lineal pulsada 1-30's 50-90s
Tiempo 16 h 22 h
Temperatura 14°C 14°C
Angulo 120 120

4. Tincién del gel y visualizacion

Se tifid el gel en una solucién acuosa de 300 mL de bromuro de etidio (30 pl/300 ml)
durante 30 min. A continuacion, se visualizé el gel en un transiluminador ultravioleta y
se fotografio con el captador de imagenes (BioRad). Seguidamente, se destifié el gel
con H20 miliQ durante 30 min y se fotografio de nuevo.

5. Preparacion de sondas para la hibridacion

Se llevd a cabo la preparacion de las sondas blavm2y 16S rARN para la hibridacion.

Para ello se utiliz6 el kit (PCR DIG Probe Synthesis Kit, Roche) y se siguieron las
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especificaciones del comercial. Las cantidades de cada reactivo afiadidas se muestran

en la Tabla 12 y los cebadores y condiciones de la Tabla 13.

Tabla 12 | Reactivos utilizados en la PCR de sondas de hibridacion.

Componente PCR Volumen por tubo

PCR buffer 5uL
PCR DIG mix 5L
Cebador forward (F) (Sigma) 5uL
Cebador reverse (R) (Sigma) 5uL

Enzima 0,75 uL

H>0 miliQ 24,25 uL
ADN 5puL
Total 50 yL

Tabla 13 | Cebadores empleados para las sondas de hibridacion y condiciones de la PCR.

Secuencia
Diana Tamafio del amplicon
(5> 3)
F:ATGTTCAAACTTTTGAGTAAG
b/av/M.z 801 pb

R: CTACTCAACGACTGCGCG
F:AACTGGAGGAAGGTGGGGAT
16S rARN 371 pb
R: AGGAGGTGATCCAACCGCA

Condiciones: 1 ciclo: inicio 94°C 12 min, 35 ciclos: desnaturalizacion 94°C 30 s, annealing 60°C 30 s,

elongacion 72°C 30 s, 1 ciclo: elongacién final: 72°C 10 min.

6. Preparacion del Southern Blot

Una vez que termind la electroforesis, se lavo el gel en H2O destilada para eliminar el
bromuro de etidio durante 5 min con agitacion a temperatura ambiente. Luego se afadio
solucion desnaturalizante (NaCl 1.5 M+NaOH 0.5M) durante 15 min en agitacién a
temperatura ambiente, y posteriormente se afiadié la solucidon neutralizante (Tris-HCI
0.5M +NaCl 1.5M) durante 15 min en agitacién a temperatura ambiente. Y se terminé
con un lavado de H>O destilada durante 5 min.

A continuacion, se prepar6é el montaje de transferencia del DNA a la membrana de
nailon, para ello primero se coloc6 un soporte donde se pusieron los siguientes
elementos uno encima de otro: papel absorbente whatman (chromatography paper 3
MM CHr Whatman), el gel, la membrana de nailon (nylon membrane, positively charged,
ROCHE), papel de filtro, papel/servilleta absorbente (Blot Absorbent filter paper,

BioRad) y peso para facilitar la transferencia. Seguidamente, se anadio en la bandeja
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SSC (20X) (NaCl 3M+ Citrato sédico 0.3 M pH 7) que actuaba como conductor del medio
al gel y permitié la transferencia del DNA del gel a la membrana de nailon. Este montaje

de la Figura 11 se dejo6 toda la noche a temperatura ambiente.

Southern Blot Tray Lid

Absorbent Paper

Filter Paper

mE——————wnn—ssswnypymwn Nylon Membrane

Filter Paper Bridge

Southern Blot Tray
Figura 11 | Montaje de transferencia por método de Southern Blot. Extraido de: (62)

7. Prehibridacion

Se desmontd el montaje de transferencia y la membrana se marcé para saber dénde
estaba el ADN. A continuacién, se puso la membrana en una bandeja con 50 mL de
SSC 2X, se seco en papel, se fijé el DNA con luz UV durante 4 min y se lavo con H20
destilada para eliminar los restos de sales.

Después, se metid la membrana en el tubo de hibridacién con 50 mL de solucién de
prehibridacion compuesta por SSC 5X, N-Lauryl sarcosine 0,1%, SDS 0,02%, Salmon
Sperm 75 ug/ml (salmon sperm DNA, Invitrogen) y Block stock solution 1X (Kit DIG
Wash and block buffer set, Roche,) y se puso en el horno de hibridacién durante 2 h a
68°C.

8. Hibridaciéon con sondas especificas

Una vez transcurrido el tiempo se anadieron 10 pL de la sonda en 100 uL de la solucién
de prehibridacion, se incubaron a 100°C durante 10 min y se afiadieron al tubo de
hibridacion dejandolo durante toda la noche a 68°C.

9. Revelado y deteccion
Se lavé la membrana dos veces con 60 mL de SSC 2X+SDS 0,1% durante 5 min a 68°C

en el horno de hibridacion, después se lavé dos veces, durante 15min, con 50 mL de

SSC 0,1X +SDS 0,1%. A continuacién, se realizo la etapa de lavado con 50 ml de
washing buffer 1X (DIG wash and block buffer set, Roche) durante 5 min, después la
etapa blocking donde se incubd la membrana con 50 ml de una mezcla de blocking
solution 1X (DIG wash and block buffer set, Roche) + acido malico buffer 1X (DIG wash
and block buffer set, Roche) durante 30 min. Seguidamente, se realiz6 la etapa del
conjugado donde se afadio el anticuerpo para marcar a la sonda con 50 mL de blocking

solution +acido malico + 8 ul del anticuerpo (anti-digoxigenin Fab fragments, Roche)
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durante 30 minutos. Después, se lavé dos veces con 100 mL de washing buffer 1X
durante 30 min. A continuacion, en la etapa de deteccion se afiadié el detection buffer
1X (DIG wash and block buffer set, Roche) durante 3 min. todas estas incubaciones se
realizaron a temperatura ambiente y en agitacion.
Tras finalizar los lavados, se realizé el siguiente paso, en oscuridad, se puso la
membrana en un plastico y se le adicionaron 2 mL de detection buffer + 10 yl de CDP-
star ( Roche) que se repartieron por toda la membrana. A continuacion, se dejé 5 min a
temperatura ambiente y después 15 min en la estufa a 37°C.
Por ultimo, se coloco la membrana en un plastico en la oscuridad y se visualizé en el
ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-RAD).

10. Stripping de membrana

Una vez visualizada la membrana, se elimind la sonda para poder realizar otras
hibridaciones, para ello se lavé dos veces a 37°C durante 15 min con NaOH 0.2M + SDS

0,1% y una vez con SSC 2X. Finalmente, se guardd la membrana en un plastico a 4°C.

713 Next generation sequencing (NGS)

A partir de las muestras de ADN gendmico obtenido de las cepas de Pseudomonas spp.
se realiz6 una secuenciaciéon del genoma completo. La preparacién de la libreria
genomica y la secuenciacion se llevaron a cabo en la Plataforma de Gendmica y
Bioinformatica del CIBIR. Los pasos para la obtencién y el analisis de la secuenciaciéon
masiva se muestran en la Figura 12. A partir de los archivos obtenidos en .fa o .gbk/.gb
de las secuencias se utilizaron las siguientes herramientas y bases de datos para
analizar las diferentes caracteristicas genéticas de las cepas de estudio:

- Base de datos K-merFinder: identificacion de la especie

(https://cge.cbs.dtu.dk/services/KmerFinder/)

- Base de datos Resfinder: deteccion de genes de resistencia a antibiéticos
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/)

- Base de datos MGE: identificacion de elementos madviles como plasmidos, IS o
Tn. (https://cge.cbs.dtu.dk/services/MobileElementFinder/)

- Base de datos MLST: deteccién de la secuencia tipo de las cepas del grupo P.
putida, mediante asignacién de los alelos de 8 genes house keeping (argS, gyrB,

ileS, nuoC, ppsA, recA, rpoB, rooD) (https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/)

- Programa NDtree: construccién de arboles flogenéticos
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/NDtree/)
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Figura 12 | Esquema de los pasos de la obtencion y el andlisis de las cepas de Pseudomonas mediante
NSG.

Por otro lado, se realizé una reconstruccion de un plasmido que contenia la cepa Ps708
Para ello primero se realizd un blast con la secuencia en formato .fa del plasmido
utilizando la Base de datos blast del NCBI (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para

identificar a que plasmido se parecia mas. Después, se realizé un alineamiento con el
programa Mauve (63) para detectar los nodos contenidos en ambos plasmidos y se
hizo un reordenamiento de nuestros plasmidos de estudio mediante solapamientos.
Seguidamente anotaron todos los genes que contenian ambos plasmidos mediante la
herramienta Artemis (64) y por ultimo se cre6 una figura de comparacion lineal de ambos

genomas mediante la aplicaciéon Easyfig (65).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

Se han estudiado 16 cepas del género Pseudomonas, de las especies que a

continuacion se puntualizan: P. aeruginosa (1 cepa), P. monteilii (7 cepas) y P. putida
(8 cepas), obtenidas del Hospital San Pedro de Logrofio (La Rioja). Todas estas cepas
han sido caracterizadas mediante la metodologia explicada en el apartado anterior y se

han obtenido los siguientes resultados:

8.1 Tipificaciébn molecular

Para estudiar la relacion clonal de 16 cepas de Pseudomonas se ha utilizado la técnica
de biologia molecular PFGE. La Figura 13 muestra los 16 patrones procedentes de las

cepas junto a dos marcadores de peso molecular.

6€L1Sdq
6€L1Sdq
G0LlSde
80.Sd.
096Sde
Cl.LSde
€h1Sdq
ShilSdq
0LlSdq
60L1Sde
6.6Sdq
6911Sdq
19118d.
€9L1Sde
LLL1Sdq
9.L1Sde
6vL1Sd.

1

|

Figura 13 | Gel de PFGE de las cepas de estudio. M representa el marcador de peso molecular (Lambda

Ladder PFG). @ Pseudomonas putida, ® Pseudomonas monteilli y °Pseudomonas aeruginosa.

Tras el analisis PFGE de las cepas de Pseudomonas spp., se dividieron en dos grupos
segun su especie en Pseudomonas monteilii y Pseudomonas putida. Mediante el
software GelJ, se realiz6 un dendograma, usando el coeficiente de Dice de similitud y

un 1.0 de tolerancia, ademas se ha establecido el punto de corte de un 90% de similitud
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para considerar la existencia de relacidn clonal entre las cepas. En las Figuras 14y 15
se observa la variabilidad clonal de las cepas de la misma especie.

Como se puede observar en la Figura 14 existe una elevada variedad clonal en las
cepas de P. putida debido a que Unicamente hay dos cepas que forman parte de un
mismo patron de PFGE (Ps1167 y Ps1163), mientras que las demas tuvieron patones
de PFGE diferentes (87,5% de las cepas fueron diferentes). Por otro lado, el 57% de las
cepas de P. monteilii eran diferentes (Figura 15). En la Figura 15, se puede observar
dos patrones formados por cepas indistinguibles o estrechamente relacionadas: patron
P1 (Ps1169, Ps1177, Ps979) y el P2 (Ps1139, Ps1115). Es destacable que las cepas
con un mismo patron de PFGE pertenezcan a diferentes pacientes, pudiendo haberse

producido una transferencia de cepas entre estos pacientes.
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Figura 14 | Dendograma de las 8 cepas de Pseudomona putida. La linea roja punteada marca el 90% de similitud entre las cepas de P. putida.
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Figura 15 | Dendograma de las 7 cepas de Pseudomona monteilii. La linea roja punteada marca el 90% de similitud entre las cepas de P. monteilii.
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8.2 Caracterizacion fenotipica de la resistencia a antibioticos

Para analizar el fenotipo de resistencia de las cepas de Pseudomonas a 12 antibiéticos
antipseudomonicos (Tabla 2), se utilizé la técnica de difusion en disco. En la Figura 16
se muestran el numero de cepas resistentes a estos antibidticos separadas por

especies.

Il Pscudomona putida

Pseudomona monteilii

10 7
°7 I Pseudomona aeruginosa
74
6
54

3_
2-
14

Nimero de cepas resistentes

0 T T T
AMK ATM TIC TZP DOR IMP MER GEN NET TOB CIP CST

Antibioticos

Figura 16 | Numero de cepas resistentes a los distintos antibidticos antipseudomonicos testados en este

estudio.

Las 8 cepas de P. putida presentaron un porcentaje de resistencia a los antibioticos
testados de: ATM (87.5%), TIC (100 %), TZP (12.5%), DOR (100%), IMP (100%), MER
(100%), GEN (12.5%), NET (62.5 %), TOB (75%), CIP (100%). En un estudio que se
realizé entre 2010-2017 en China central sobre los perfiles de resistencia de la infeccion
por P. putida se observé que los resultados concordaban con nuestro estudio con una
resistencia de un 88.6 % a ATM. Por otro lado, la resistencia a AMK fue mayor en este
estudio con un 86.4% y mayor frente GEN con un 56.8%, silo comparamos con nuestras
cepas de P. putida que fueron sensibles a amikacina (66) .Los porcentajes de resistencia
detectados en P. monteilii fueron: ATM (52.1%), TIC (100%), DOR (85.7%), IMP (100%),
MER (100%), GEN (28.6%), NET (57.1%), TOB (42.9%), CIP (100%) . Y la cepa de P.
aeruginosa presento resistencia a los antibidticos AMK, TIC, DOR, IMP, MER, GEN,
NET, TOBy CIP.

Por otra parte, es destacable que un 100% de las cepas de estudio presentaron MDR,
debido a que fueron resistentes al menos a un agente en tres o mas categorias de
familias de antimicrobianos (67).

Como se observa en los resultados, estas especies presentan una importante
resistencia intrinseca a varias familias de antibidticos, lo que confirma el aumento de
cepas hospitalarias resistentes a antibidticos que hacen que sea mas dificil su

tratamiento.
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Por otro lado, todas las cepas del estudio presentaron fenotipo MBL positivo (Anexo 2).
Este fenotipo hace que sean resistentes a un gran numero de antibiéticos B-lactamicos,
como se ha visto en la técnica de difusion en disco. Por otro lado, no se observé fenotipo

ni AmpC inducible ni BLEE en ninguna de las cepas.

8.3 Caracterizacion genotipica de la resistencia a antibidticos

Mediante la PCR multiplex de MBL se confirmé la presencia del gen blaviv en todas las
cepas estudiadas, que mediante secuenciacion confirmé que se trataba de la variante
blaviy.2.

La PCR multiplex de carbapenemasas de clase A fue negativa para todas las cepas

estudiadas.

8.4 Deteccion v caracterizacion de integrones

En la Tabla 14 se muestran las estructuras de los integrones de las cepas de estudio.
Todas las cepas estudiadas contenian integron y la secuencia de la integrasa, intl1,
reveld que todos los integrones eran de clase 1, ademas se detectd que un 28,7% de
las cepas de P. monteilii, un 75 % de las cepas de P. putida ademas de la cepa de P.
aeruginosa contenian el segmento conservado 3’ (qacEA1-sul1), mientras que el resto
contenian el gen tniC de la regién de transposicion del Tn402, flanqueando la region
variable 3" del integrén. Los experimentos de PCR con diferentes parejas de cebadores
y la secuenciacion Sanger expusieron una gran variedad de tamafios y genes dentro de
la regidon variable de cada integron. Tanto las cepas P. putida como las P. monteilii,
mostraron dos tipos de estructuras en las regiones variables de sus integrones de clase
1. La estructura RV llamada A relacionada con la regién Tn402 se encontré en el 71,4%
de las cepas P. monteilii y en el 25% de P. putida y cuya regién variable estaba
compuesta por: el gen dfrB1b que codifica para la enzima dihidrofolato reductasa,
relacionada con la resistencia trimetoprim, el gen aacA4 que confiere resistencia a
tobramicina, amikacina, netilmicina y kanamicina, el gen blavim.2 que codifica para una
metalo-B-lactama. La estructura RV llamada B se detectd en el 28,6% de las cepas de
P. monteilii y en el 62,5% de P. putida, esta estructura contiene el gen blaviu-2, €l gen
aacA4y el gen blage. que codifica para una 3 -lactamasa de espectro extendido (BLEE).
Por otro lado, P. aeruginosa contenia un integron de clase 1 con los mismos casetes
génicos que el integron de la P. monteilii, sin embargo, cambiaba el orden de los genes
blavim-2 y aacA4 (estructura RV llamada C). Y, por ultimo, Unicamente una cepa de P.
putida albergaba un integrén de clase 1 cuya region variable (RV D) contenia los genes

b/aV,M.2 Yy el gen b/aBEL.
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Tabla 14 | Estructura de los integrones presentes en las cepas de estudio.

Estructura
Cepa Integrén regién
variable
®Ps1139, °Ps1177,
bPs979, PPs1108, .
< inth l dfrB1b aacA4 blaw tniC A
®Ps1115, 2Ps1176, I
aPs1109
®Ps1169, °Ps1130,
aPs1163, ?Ps1167, ,
<1 inr] blavw aacA4 blaw qacED sull B
aPs712, ?Ps960, \
aPs1105
CPS1 149 aacA4 blaww: blase gackD sull C
apPs708 blaw: blase. gackD sull D

a Pseudomonas putida, ® Pseudomonas monteilli y °Pseudomonas aeruginosa.

8.5 Estudio de factores de virulencia

El estudio de virulencia de las 16 cepas de Pseudomonas se llevé a cabo por PCR para
el analisis de la presencia/ausencia de 7 genes codificantes de factores de virulencia
presentes en Pseudomonas relacionados con el sistema Quorum Sensing (lasl, lasR,
rhll; rhiIR), el sistema T3SS (exoU, exoS) y la toxina formadora de poros (ex/A). En la

Tabla 15 se resumen los patrones de virulencia de las cepas de estudio:

Tabla 15 | Listado de virulotipos obtenidos de las cepas de Pseudomonas estudiadas.

Genes de virulencia
Cepa Virulotipo
exoU exoS rhll rhiIR lasl lasR exIA

aPs1163, ?Ps1167,
aPs1176, ?Ps708, ?Ps712,
#Ps960, *Ps1105,
2Ps1109, PPs1139, - - - - - - - V1
®Ps1169, "Ps1177,
®Ps979, °Ps1108,
®Ps1115, PPs1130
‘Ps1149 - + - - + + - V2

aPseudomonas putida, ®Pseudomonas monteilli y °Pseudomonas aeruginosa.
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Como se observa en la Tabla 16 unicamente se detectaron dos virulotipos en las cepas
estudiadas. Todas las P. putidas y P. monteilii pertenecieron al V1, debido a que no
presentaron ningun gen de virulencia en su genoma. La cepa de P. aeruginosa
pertenecié al V2 debido a que presentd los genes de virulencia exoS, relacionado con
el sistema T3SS y los genes /las/ y lasR con el sistema Quorung sensing. Esto se debe
a que estos genes pertenecen al grupo de factores de virulencia de P. aeruginosa y no
de P. putida o de P. monteilii, aunque algunos de ellos, como el gen ex/A si ha sido

detectado en otras especies, entre ellas P. putida (68).

9.6. Localizacién cromosdmica y/o plasmidica del gen blaviu-2

Todas las cepas de este estudio son portadoras del gen blaviv... Para determinar la
localizacion del mismo cromosémica y/o plasmidica, se realizé un Southern blotting con
las enzimas de restricciéon S1 y [-Ceul y se hibridd con sondas especificas para los
genes blaym-2 y 16SrARN (marcador de localizacion cromosémica). En la Tabla 16 se
muestran los resultados obtenidos del Southern Blot

La cepa Ps1149 (P. aeruginosa) presenta una banda en la membrana /-Ceul cuando se
hibrida la sonda del gen blaviv.2(Tabla 16, recuadro naranja). Esta banda no aparece en
la membrana al hibridar con la sonda del 16SrARN, por lo que se deduce que no se
encuentra localizado en el cromosoma. Por otro lado, en la membrana S7, cuando se
hibrida la sonda del gen blaviu-2, aparece otra banda (Tabla 16, recuadro azul) que nos
indica que la cepa contiene un plasmido que presenta en su interior el gen blaviu-2.
Ademas, comparandolo con el marcador de peso molecular se deduce que tiene un
tamano entre 145y 97Kb.

La cepa Ps1167 (P. putida) muestra una banda en la membrana /-Ceul, cuando se
hibrida la sonda del gen blayim-2(Tabla 16, recuadro amarillo), que también esta presente
en la membrana /-Ceul, cuando se hibrida la sonda del gen 16SrARN, indicando que el
gen blavu-2 es de origen cromosomico. Esto concuerda con el hecho de que no se
obtenga banda al hibridar la sonda del gen blaviv.2 en la membrana obtenida al digerir
con nucleasa S1.

La cepa Ps708 (P. putida) presenta una banda en la membrana /-Ceul, cuando se
hibrida la sonda del gen blav-2 (Tabla 16, recuadro verde), la cual no aparece en la
membrana /-Ceul, cuando se hibrida la sonda del gen 16SrARN, indicando que no es
cromosomica. Ademas, al hibridar la sonda del gen blaviv2 en la membrana S7aparece
otra banda (Tabla 16, recuadro rojo) confirmando la presencia de un plasmido que
contiene el gen blavin-2. Ademas, comparandolo con el marcador de peso molecular se

ve que presenta un tamano entre 145 y 97Kb.

37



Tabla 16 | Geles y membranas del Southern blotting. Los geles se cargaron de izquierda a derecha siguiendo este orden: Ps1149, Ps1176, Ps1163, Ps1167, Ps1169, Ps979,
Ps1109, Ps1108, Ps1115, Ps1130, Ps712, Ps960, Ps708, Ps1105, Ps1139.

Enzima Gel blaviy.2 16S
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9.4. Next generation sequencing (NGS)

La secuenciacién del genoma bacteriano es fundamental para hacer una comparacion
con las pruebas que se han realizado en el laboratorio y poder verificar todo el estudio

realizado. En nuestro caso se ha empleado para las siguientes tareas:

Se ha utilizado la secuenciacién masiva para confirmar las especies de las cepas de
estudio, a través de la Base de datos K-merFinder y se ha observado que todas ellas
correspondian con la especie proporcionada desde un principio. Ademas, se realizé un
arbol filogenético, donde también se ha comprobado este hecho. Como se muestra en
la Figura 17 se generan dos ramas diferenciadas segun la especie de las cepas, P.

putida o de P. monteilii.
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Figura 17 | Arbol filogenético de las cepas de estudio realizado con el programa NDtree.

Por otro lado, para obtener el MLST de cada una de las cepas se hizo uso de la web de
MLST Pseudomonas putida group, donde se observo que todas las cepas de P. putida
pertenecian a la misma secuencia tipo (ST139) que se adscribi6 como una nueva ST
debido a que contenia una nueva variable del gen recA (recA_106) nunca antes

designada en la web. Por otro lado, las cepas de P. monteilli pertenecieron a la ST114.

Asimismo, mediante el analisis bioinformatico y a través de la Base de datos Resfinder
se ha estudiado la presencia de genes de resistencia en el genoma bacteriano, tanto

cromosémico como plasmidico, Los resultados obtenidos han sido:
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Ps708: todos los genes de resistencia se encontraban localizados en el plasmido y no
en el cromosoma. En el plasmido estaba el integrén D por lo que poseia todos los genes
de resistencia que este comprendia. Ademas, poseia tres genes que le confieren
resistencia a los aminoglucésidos como son el gen aac(6')-Ib3 que codifica para
aminoglucésido acetiltransferasa y los genes aph(6)-Id, aph(3')-la, que codifican para
dos aminoglucésidos-fosfotransferasas.

Ps712, todos los genes de resistencia se encontraban localizados en el plasmido, el
cual contenia el integrén B con sus genes de resistencia. Ademas, tenia los siguientes
genes que le conferian resistencia a aminoglucésidos: aph(6)-Id, aph(3')-la, aph(3")-1b
y ant(2")-la, este ultimo codifica para un aminoglycoside adenylyltransferase.

Ps960, Ps1105 y Ps1130 todos los genes de resistencia se encontraban localizadosen
el cromosoma. Dentro del cromosoma se encontraba el integrén B con sus genes de
resistencia. También los genes de resistencia a aminoglucésidos: aph(3')-la, ant(2")-1a,
aph(3")-Ib 'y aph(6)-Id.

Ps979 y Ps1108, no presentan plasmidos por lo que los genes de resistencia se
encuentran todos localizados en el cromosoma, que ademas contiene el integron A con
sus genes de resistencia (dfrB1, blaviu-2). Ilgualmente, tenia los genes de resistencia a
aminoglucésidos; aph(6)-Id, aph(3")-Ib, el gen dffA15 que codifica para una
dihydrofolato reductasa que da resistencia al antibiético trimetoprim, el gen cmlIA1 que
codifica para la bomba de salida de antibi6ticos de la superfamilia facilitadora principal
(MFS) y confiere resistencia a cloranfenicol y el gen qacE que confiere resistencia a
compuestos de amonio cuaternario (desinfectantes).

Ps1109, Ps1115 y Ps1139 , no presentan plasmidos por lo que los genes de resistencia
se encuentran todos localizados en el cromosoma, donde se halla el integron A, los
genes de resistencia a aminoglucésidos aph(3")-Ib y aph(6)-Id, el gen qnrVC6 que
confiere resistencia las quinolonas, el gen tef(G) que codifica para la bomba de salida
de antibidticos de la superfamilia facilitadora principal (MFS) que confiere resistencia a
la tetraciclina, el gen dfrA15 relacionado con la resistencia a trimetoprim, cmiA1
relacionado con la resistencia a cloranfenicol que codifica para la bomba de salida de
antibidticos de la superfamilia facilitadora principal (MFS) y los genes sul1 y gacE, que
confieren resistencia a sulfonamidas y compuestos de amonio cuaternario,

respectivamente.

Por ultimo, se realizé un estudio de los elementos genéticos méviles que contenian las
cepas tales como secuencias de insercién (IS), plasmidos y transposones (Tn). Estos
resultados se encuentran resumidos en la Tabla 17.

En la Tabla 17, se muestra un resumen de todos los datos obtenidos mediante NGS.
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Tabla 17 | Tabla resumen de caracteristicas genéticas obtenidas del estudio bioinformatico de las cepas de estudio.

Indetificacion sp

CEPAS MLST Resfinder MGE (IS, Plasmidos,Tn)
(K-mer)
chr_Ps708 Pseudomonas putida ST139 - -
chr_Ps712 Pseudomonas putida ST139 - -
chr_Ps960 Pseudomonas putida ST139 aph(3')-la, ant(2")-la, aac(6')-1b3,aph(3")-1b,aph(6)-Id, sul1, blagg,-1, blaym-2, qacE ISKpn4 (ant(2")-1a)
Pseudomonas Tn5046, ISPst3, 1S6100 (blaVIM-2),
chr_Ps979 ST114 aph(6)-Id, aph(3")-1b,sul1 dfrA15,dfrB1, cmlA1, blay.., gacE
monteilii strain ISUnCu4
chr_Ps1105 Pseudomonas putida ST139 - ISPst3
Pseudomonas Tn5046, ISPst3, ISUnCu4, IS6100 (blaVIM-
chr_Ps1108 . ST114 aph(6)-1d, aph(3")-1b, sult, dfrA15,dfrB1, cmlIA1, blayu.., gacE
monteilii strain 2)
Pseudomonas
chr_Ps1109 ) ST114 qnrVC6, aph(3")-1b, aph(6)-1d, tet(G), sult, dfrB1, dfrA15, cmlA1, blaym.., gacE ISUnCu4, Tn5046, ISPst3, 1IS6100 (blaVIM-2)
monteilii strain
Pseudomonas ISUnCu4, Tn6061, Tn5046, ISPst3, 1S6100
chr_Ps1115 ) ST139 qnrVC6,aph(6)-Id, aph(3")-Ib, tet(G), dfrB1, dfrA15, sul1, cmlIA1, blaym.2, qacE
monteilii strain (blaVIM-2)
. 1S6100, ISKpn4 (ant(2")-1a), ISPst3,
chr_Ps1130 Pseudomonas putida ST139 aph(6)-1d,ant(2")-1a, aph(3")-1b, aac(6')-1b3, aph(3')-la, sul1, blay.,, blage.-1, gacE ISUnCud
nCu
Pseudomonas ISUNnCu4, ISPst3, 1S6100 (blaVIM-2),
chr_Ps1139 ST114 qnrVCe6, aph(3")-1b, aph(6)-1d, tet(G), sul1, dfrB1, dfrA15, cmIA1, blayu.., gacE
monteilii strain Tn5046, Tn6061 (tet(G))
pPs708_1 Pseudomonas putida aac(6')-1b3, aph(6)-1d, aph(3')-la, sul1, sul2, blagg-1, blavm.2, qacE ISPst3, ISUnCu4
pPs712_1 Pseudomonas putida ant(2")-la, aph(3")-1b, aph(3))-la, aph(6)-Id, aac(6')-I1b3, sull1, blay.», blage .1, gacE ISPst3, ISUnCu4, ISKpn4 (ant(2")-la)
pPs960_1 Pseudomonas putida - ISPst3, Tn5046, ISUnCu4
Ps1105 1 Pseudomonas 7(3")-1b, aph(3)-1 (2)-1 n(6)-1d (6)-1b3, sul, bl bl - ISUnCu4, ISKpn4 (ant(2")-1a), 1IS6100,
S a ")-1b, & )-la, ant(2")-1a, & -Id, aac(6')-1b3, sull, blay.2, blage.-1, qgac
P - putida P P P v DidBeL1, G Tn5046, ISPst3
Pseudomonas
pPs1130_1 - -
putida
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9.5. Reconstruccion de plasmido

El plasmido p708 fue comparado con el plasmido pJ20133-VIM de la cepa de P. monteilii
QJ20133 (GenBank: MN310371.1), debido a que en el blast presentaba el mayor
porcentaje de similitud.

La comparacion de ambos plasmidos se muestra en la Figura 18, donde se observa que
se parecen principalmente en la region backbone y en el integrén, aunque el plasmido

p708 presenta el gen blageL 1, mientras que el plasmido pJ20133-VIM no lo contiene.
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Figura 18 | Comparacion del plasmido p708 y pJ20133-VIM. En rojo se indica los genes de resistencia, en
azul los genes de la estructura del integrén (Intl, QacE, Sul), en gris las hypothetical proteins, en naranja el
operdén mercurio, en cian los genes relacionados con la movilidad y en verde los genes de la estructura del

plasmido (secuencias anotadas con Artemis (64) y figura realizada con EasyFig(65)).

9. CONCLUSIONES

. El analisis de PFGE refleja una alta diversidad clonal entre las cepas de Pseudomonas

putidas y las cepas de Pseudomonas monteilii.

. Todas las cepas de Pseudomonas % presentaron un fenotipo de multiresistencia.

3. La totalidad de las cepas Pseudomonas presentaron fenotipo y genotipo MBL

conteniendo el gen blay2 en su genoma.

4. Unicamente la cepa de P. aeruginosa albergaba genes de virulencia (/asl, lasR y exoS).

5. Se han detectado cuatro estructuras de integrones de clase 1 en las cepas de

Pseudomonas spp., todas ellas con el gen blaviu-2 en su interior.

. En las cepas de Pseudomonas se evidencié que las cepas Ps1149 (P. aerguginosa) y

Ps708 (P. putida) contenian el gen blaviu-2 en un plasmido y la cepa Ps1167 (P. putida)

lo contenia en el cromosoma.
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9

7. El analisis bioinfématico confirmo las especies de las cepas de estudio, Todas las cepas
de P. putida fueron adscritas al nuevo ST139.

8. Todas las cepas de Pseudomonas contenian entre 6 y 10 genes de resistencia
diferentes, que conferian resistencia a diferentes familias de antibiéticos y ademas
presentaban un gran arsenal de elementos mdviles (transposones, plasmidos vy

secuencias de insercion).

Analizando estos datos se deduce que la transferencia de genes horizontal mediante
plasmidos u otros elementos moviles es un factor clave en la diseminacion de resistencias
y la aparicion de bacterias multiresistentes. Por lo que, la caracterizacion de estos
mecanismos es fundamental para un seguimiento epidemioldgico preciso en los hospitales

y para la busqueda de alternativas terapéuticas para estas cepas.
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11.AUTOEVALUACION

Estoy muy contenta de haber tenido la oportunidad de poder realizar estas practicas

debido a que me han permitido aumentar mi conocimiento como biotecndloga. Lo
primero me han servido para mejorar técnicas y conocimientos adquiridos durante mis
estudios en la Universidad Rovira i Virgili como la PCR, electroforesis, extraccion de
DNA, antibiogramas, asi como para conocer nuevas técnicas como el Southern blot o
la PFGE. Aunque, de lo que mas he aprendido ha sido de la parte de bicinformatica
donde la mayoria de los programas no los habia utilizado nunca y creo que es una
herramienta fundamental que se debe conocer en nuestra carrera.

Durante las practicas he tenido en todo momento la ayuda de mis tutoras Maria y
Beatriz, me he sentido muy a gusto trabajando con ellas y estoy realmente agradecida
por todos los conocimientos que me ha inculcado. Siempre que tenia algun problema o
duda estaban para ayudarme a buscar la solucibn o me animaban a resolver los
problemas yo misma y asi tener mas iniciativa. Con todo esto he aprendido a trabajar
en equipo y a relacionarme con el personal del laboratorio. Por otro lado, también he
tenido la oportunidad de trabajar de forma auténoma en el laboratorio, donde me he
visto bastante agil tanto con las técnicas que ya conocia como con las nuevas. También
he aprendido a ser organizada en el laboratorio, metddica y certera y he aprendido a
optimizar el uso de los recursos materiales en el laboratorio y a aprovechar el tiempo.
Este trabajo me ha ayudado a conocer mas sobre la caracterizacion de los mecanismos
que utilizan determinados patdégenos bacterianos para resistir la accion de los
antibiéticos que es un tema que me creaba mucho interés, ademas, de ser un tema de
actualidad y que preocupa a la sociedad de hoy en dia.

Por otro lado, estas practicas me han ensefiado una pequena muestra de lo que podria
encontrarme en mi futuro laboral y me ha abierto un nuevo camino al que poder
dedicarme en un futuro que antes no me planteaba.

En resumen, durante las practicas he realizado numerosas actividades que han servido
para incrementar mis conocimientos en el campo de la investigacion y adquirir
habilidades profesionales que pueden serme utiles en el futuro, por lo que mi valoracion

final es muy buena.

12. ANEXOS

12.1 Esquema del proceso de experimentacion
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Figura 19 | Esquema del proceso de experimentacion.



12.2 Fenotipo positivo en MBL

En las siguientes imagenes se muestran los fenotipos positivos de las cepas P. putida

y P. monteilii de estudio.

Tabla 18 | Cepa, especie y foto del fenotipo positivo de MBL en los aislados estudiados.

Cepa Especie Foto positiva en MBL

Ps1139 P. monteilii
Ps1163 P. putida
Ps1167 P. putida
Ps1169 P. monteilii
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Ps1176

P. putida

Ps1177

P. monteilii
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