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Time is an illusion that helps things makes sense

So we're always living in the present tense

It seems unforgiven when a good thing ends [...]

If there was some amazing force outside of time

To take us back to where we were

And hang each moment up like pictures on the wall
Inside a billion tiny frames so that we could see it all, all, all
It would look like

Will happen, happening, happened

Will happen, happening, happened

And will happen again and again

Cause you and | will always be back then

- Rebecca Sugar, Time adventure —

Time passes, people move.... Like a rivers flow, it never ends.
A childish mind will turn to noble ambition.

Young love will become deep affection.

The clear water's surface reflects growth.

Now listen to the Serenade of Water to reflect upon yourself.
- Sherk, The Legend of Zelda: Ocarina of Time -
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RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria oportunista que representa un gran desafio
terapéutico en hospitales debido a la gran capacidad para desarrollar o adquirir mecanismos
de resistencia a los antibioticos. El objetivo de este estudio fue determinar la participacion de
la expresion de la proteina OprD, bombas de expulsion, biofilm y alginato en la resistencia a
carbapenémicos en P. aeruginosa. Material y Métodos: Se estudiaron 83 cepas de P.
aeruginosa provenientes del Hospital Regional 1.S.S.S.T.E. de Puebla, de las cuales se
seleccionaron 44 cepas por ser multidrogoresistentes y resistentes a carbapenémicos (MDR-
RC), y que ademés no portaron carbapenemasas (blap, blaviv, blasem, blanom, ¥ blaoxa-40). A
estas cepas se les determind expresion de la porina OprD mediante Western Blot, la
participacion de bombas de expulsion determinando la CMI para meropenem e imipenem en
ausencia y presencia de PABN y se determind la presencia de los genes reguladores de
bombas de expulsion mexR, nfxB, mexT y mexZ por PCR. Se cuantifico la formacion de
biofilm por el método de cristal violeta y la produccion de alginato por el método de carbazol, a
diferentes concentraciones de meropenem. Los resultados obtenidos fueron: El 65% de las
cepas fueron MDR-RC, el 41% resistente a piperacilina, 65.1% a ticarcilina/clavulanato, 30.1%
a piperacilina/tazobactam, 50.6% a ceftazidime, 48.2% a cefepime, 44.6% a azitromicina,
65.1% a gentamicina, 63.9% a tobramicina, 51.8% a amikacina, 65.1% a ciprofloxacina, 63.9%
a norfloxacino, 65.1 para meropenem y 66.3% para imipenem. Los genes de resistencia
encontrados fueron: 36 cepas blaces, ¥ 37 blaoxa2, ninguna cepa port6 genes de
carbapenemasas. 27 cepas no expresaron porina OprD y mostraron una CMI para imipenem
de 64 a >512 ug/mL. Por otro lado, 17 cepas expresaron a la proteina OprD y mostraron una
CMI para imipenem de 64 a >512 pug/mL , de las cuales en 11 cepas se observé una banda de
un peso de 50 kDa, que correspondia al peso esperado de los controles de la proteina
recombinante OprD y la proteina OprD de PAOL y en 6 cepas se observé una banda de un
peso mayor al esperado (70 kDa aproximadamente). Se mando a secuenciar el gen oprD de 4
cepas: PE47 no expres6 a OprD y se encontré el gen truncado por una ISPa61, PE30 expreso
a OprD (50kDa) y no se encontraron cambios, PE213 expresé a OprD (50 kDa), presentd dos
bandas en la amplificacion del gen oprD, de la cual se mandé a secuenciar la banda de mayor
tamafio y esta albergd a ISPal328, y la cepa PE19 expresd a OprD (mayor a 50 kDa), en la
amplificacién del gen oprD se mostraron dos bandas y se mandé a secuenciar la banda de
mayor tamafio, en la cual se encontré a 1S1394. En 31 cepas hubo participaciéon de bombas
de expulsion con disminucion de 2 a 64 veces en la CMI para meropenem y 21 cepas de 2 a 8
veces en la CMI para imipenem en presencia de PABN. 44 cepas portaron el gen mexR, 23
mexT,19 mexZ y 8 nfxB. 18 cepas portaron MexAB-OprM Unicamente y 26 cepas portaron
mas de dos sistemas de bombas de expulsién. En las cepas PE29, PE58, PE60 y PE68 se
observé el aumento de la formacion de biofilm a diferentes concentraciones de meropenem.
Solo se observo el aumento de la produccion alginato en la cepa PE19 en la presencia de
MEM a 16 pg/mL. Conclusion. Cepas de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos no
portadoras de carbapenemasas presentaron la pérdida de porina OprD y la participacién de
bombas de expulsién que pudieran estar relacionadas a la resistencia a meropenem e
imipenem. Ademas, en dos cepas se observl la probable participacion de mecanismos
estructurales (biofilm y alginato) que pudieran estar contribuyendo en la resistencia a
meropenem. Este estudio muestra la importancia de investigar diferentes mecanismos de
resistencia en cepas de P. aeruginosa no portadoras de carbapenemasas, debido a que los
antibiéticos carbapenémicos son utilizados como Ultimo recurso terapéutico contra estas
infecciones, por lo que el uso irracional de este tipo de antimicrobianos contribuye a la baja
efectividad del tratamiento y la persistencia de la bacteria en el ambiente hospitalario.

Palabras claves: Pseudomonas aeruginosa, Porina OprD, Bombas de expulsion.
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1. INTRODUCCION

En los dltimos afios, se ha observado un incremento en la resistencia
antimicrobiana siendo de principal interés las bacterias que se encuentran dentro
de los hospitales, donde comunmente se presentan infecciones causadas por
patdogenos multidrogorresistentes (MDR) (Bassetti et al., 2011; Garza et al., 2019)
Existe un grupo de patégenos llamado ESCAPE que agrupa a las bacterias
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Clostridium difficile, Acinetobacter
baumanii, Pseudomonas aeruginosa y las Enterobacterias, debido a Ila
multidrogorresistencia y pandrogorresistencia que presentan. Estos patdgenos
estdn asociados a una alta morbilidad y mortalidad principalmente en las
infecciones asociadas a la atencion a la salud (IAAS), las cuales continlan siendo
una constante preocupaciéon para la salud, tanto para pacientes en estado critico
como en pacientes que requieren dispositivos invasivos 0 procedimientos
quirdrgicos. Frecuentemente, los patdbgenos ESCAPE causan dificultades para la
recuperacion de los pacientes debido a la gran resistencia a los antibiéticos que
presentan, siendo esta resistencia muchas veces adquirida en el ambiente

hospitalario (Peterson, 2009; Karlowsky et al., 2017).

P. aeruginosa es un bacilo Gram negativo, no fermentador y movil, es
considerada una bacteria oportunista, ya que se presenta principalmente en
pacientes inmunocomprometidos y/o hospitalizados. Actualmente es uno de los
principales patdgenos asociados a las IAAS y en los hospitales se encuentra una
alta prevalencia de cepas resistentes a antibioticos. Los pacientes pueden llegar a
ser colonizados por este patbgeno al momento de ingresar al hospital y durante su
estancia. Esta bacteria principalmente causa neumonia nosocomial, sepsis,
infecciones del tracto urinario e infecciones de la piel. P. aeruginosa es
intrinsecamente resistente a diversos antibidticos y posee una gran capacidad
para desarrollar o adquirir resistencia a los antibioticos mediante mutaciones en su
cromosoma o transferencia horizontal de genes. Por ello, representa un gran
desafio terapéutico y es de suma importancia el inicio oportuno de un tratamiento

eficaz contra esta bacteria para un resultado clinico adecuado, aunque la



seleccion de la terapia correcta llega a ser complicada (Driscoll et al.,, 2007;
Nicolau & Oliver, 2010; Ruiz & Cantén, 2017; Sader et al., 2017).

1.1 Tratamiento

Como se mencioné anteriormente, P. aeruginosa es intrinsecamente
resistente a varios antibiéticos, como son algunos B-lactamicos, macrolidos,
tetraciclinas, trimetoprim/sulfametoxazole y la mayoria de las fluoroquinolonas. Por
lo que, actualmente, se cuenta con diversos antibiéticos que son conocidos como
anti-pseudomonales, los cuales son: carboxipenicilinas, ureidopenicilinas,
combinaciones de B-lactdmicos con inhibidores de B-lactamasas, cefalosporinas
de tercera y cuarta generacion, aminoglucésidos, monobactamicos y algunas
fluoroquinolonas (levofloxacina y ciprofloxacina), carbapenémicos y polimixinas.
Sin embargo, se sabe que, en la actualidad, esta bacteria ha adquirido
mecanismos de resistencia hacia estos antibidticos mediante mutaciones en
genes cromosomales debido a la previa exposicion o uso inadecuado de
antibiéticos, o por transferencia horizontal de genes. Cabe resaltar que algunos de
estos son utilizados como Ultima opcién terapéutica, como es en el caso de los
carbapenémicos (meropenem e imipenem) y sSe conoce que actualmente
presentan resistencia hacia estos antibioticos (Driscoll et al., 2007; Ruiz & Canton,
2017)

1.2 Mecanismos de resistencia

Se conocen diversos mecanismos de resistencia a los antibioticos, pero a
continuacion se abordaran algunos presentes en P. aeruginosa, resaltando

aguellos que participan en la resistencia hacia los antibioticos carbapenémicos.



1.2.1 Produccién de B-lactamasas

Una de las familias de antibiéticos mas comuinmente utilizadas son los B-
lactamicos, los cuales tienen un anillo B-lactamico que los define quimicamente.
La funcion de estos es inhibir la pared celular de las bacterias (Suarez & Gudiol,
2009; Miller et al., 2019). Las B-lactamasas son enzimas con la capacidad de
hidrolizar el anillo B-lactdmico de estos antibidticos, impidiendo su actividad. Estan
clasificadas, segun su andlisis de secuencia de amino4cidos, en cuatro clases
moleculares A, B, C y D. Las clases A, C y D se distinguen por tener un residuo de
serina en su sitio activo mientras que la clase B tienen zinc (Livermoore, 1995;
Bontron et al., 2015).

Las B-lactamasas de clase A confieren resistencia a cefalosporinas,
aztreonam vy penicilinas, excepto a cefamicinas. Algunas de estas pueden
presentar actividad de carbapenemasa, como son blakec y algunas variantes de
blaces. Algunas de estas que han sido reportadas en P. aeruginosa son blakec-2,
blaces-2 y blaces-20 (Paterson & Bonomo, 2005; Garza-Ramos et al., 2014; Carrara-
Marroni et al.,2015; Jeong et al., 2015; Lopez-Garcia et al., 2018).

En la clase B, también llamadas metalo-B-lactamasas o carbapenemasas, se
encuentran aquellas que tienen afinidad por penicilinas, cefalosporinas y por los
antibioticos carbapenémicos. En estas enzimas los inhibidores de p-lactamasas no
tienen efecto, pero, al ser dependientes de zinc pueden inactivarse con EDTA
(Patel & Bonomo, 2013). P. aeruginosa puede adquirir metalo-p-lactamasas
mediante plasmidos, como son aquellas de las familias blaive, blaviv, blaspm, blacim
y blanom, que son de importancia por su relevancia clinica y por su diseminacion
epidemioldgica. Algunas variantes de la familia blaime mas reportadas son blave-1,
blaimp-2 € blaivp-18; en la familia blaviv se han reportado blaviv-1 y blavim-2, siendo
esta la mas reconocida a nivel mundial. Para las familias blaspm, blaciv y blanom se
ha encontrado solamente una variante de cada una presente en P. aeruginosa:
blaspm-1, blacim-1 y blanom-1 (Rojo-Bezares, 2014; Hong et al., 2015; Escandon-
Vargas et al., 2016).



En la clase C encontramos a AmpC, también llamada cefalosporinasa, ésta
puede ser de origen cromosémico o plasmidico y confiere la resistencia a
cefalosporinas de lra generacion, cefamicinas (como cefoxitina), aminopenicilinas
y a los inhibidores de B-lactamasas, tales como amoxicilina-acido clavulanico y
ampicilina-sulbactam. Esta puede presentar mutaciones en el gen o0 sus
reguladores, como ampR o ampD y al sobreexpresarse presenta resistencia a
todas las penicilinas, incluyendo combinaciones con inhibidores de B-lactamasas,
cefalosporinas de tercera generacion y también a los antibioticos carbapenémicos,
volviendo a P. aeruginosa resistente a estos antibidticos (Paterson & Bonomo,
2005; Lister, 2009; Martinez, 2009; Nicolau & Oliver, 2010).

En la clase D se encuentra la familia blaoxa, las cuales tienen efecto sobre
los antibidticos carboxipenicilinas y aminopenicilinas. La mayoria de estds no
hidrolizan cefalosporinas de espectro extendido, aunque se ha encontrado a
blaoxa-10 que puede tener un efecto deébil sobre cefotaxima, ceftriaxona y
aztreonam, logrando asi que en las bacterias que la porten, incluida P. aeruginosa,
se reduzca su susceptibilidad a estos antibidticos (Paterson & Bonomo, 2005;
Ullah et al., 2017). P. aeruginosa porta en su cromosoma a la blaoxa-so, formando
parte de su resistencia intrinseca, pero a su vez puede adquirir otros tipos de OXA
mediante la adquisicion de plasmidos como lo es blaoxa-4o, la cual tiene actividad

de carbapenemasa (Girlich et al., 2004; Sevillano et al., 2009).

1.2.2 Modificacién o pérdida de la porina OprD

Las porinas son proteinas de membrana que permiten la entrada de
nutrientes al interior de la bacteria. En P. aeruginosa se han estudiado diversas
porinas como OprF que juega un papel importante en mantener la forma
estructural de la bacteria, OprB, que permite la entrada de glucosa, OprG que
tiene la funcion se transportar hierro (Fe?*) en condiciones micro aerébicas, entre
otras (Chevalier et al., 2017).



Una de las porinas mas estudiadas es la porina OprD, una proteina de 443
aminoacidos compuesta por 16 laminas B-paralelas y conectada con 7 loops
cortos y 8 loops de tamafno variable (Figura 1). Esta facilita la entrada de
aminoacidos, péptidos pequefios y permite el paso de antibiéticos
carbapenémicos, como imipenem. Se conoce que las alteraciones en el gen oprD,
como mutaciones, deleciones y presencia de secuencias de insercion disminuyen
la susceptibilidad hacia imipenem, volviendo a la bacteria resistente (Zeng et al.,
2013; Rojo-Bezares et al., 2014; Lépez-Garcia et al., 2018).

Diversos estudios muestran que los loops L2 y L3 estan implicados en la
unién especifica hacia aminoacidos basicos e imipenem, por lo que al encontrarse
mutaciones en ellos afectan el paso de este antibidtico hacia el interior de la
bacteria; también se conoce que en el loop L7 al presentar deleciones o
sustituciones de aminoacidos vuelve al espacio de la porina lo suficientemente
ancho para permitir la entrada de meropenem, por lo que en este caso la bacteria
se vuelve sensible hacia este antibiotico (Wang et al., 2010; Li et al., 2012; Dreier
& Roggerone, 2015).

Figura 1. Estructura de la porina OprD. Verde: laminas B-paralelas, gris: loops y angulos de
torsion, rojo: a-hélices, naranja y azul: loops que restringen al poro L3 y L7 respectivamente.
Imagen modificada de Biswas et al., 2007.



1.2.3 Bombas de expulsién

Las bombas de expulsion son complejos proteicos anclados a la membrana
externa e interna, formadas de 3 proteinas estructurales: un canal o porina en la
membrana externa, una proteina adaptadora situada en el periplasma y una
proteina transportadora en la membrana interna, encargadas de expulsar
moléculas que al pasar hacia citoplasma afecten la integridad de la bacteria como
biocidas, metales pesados y toxinas presentes en el ambiente. Estan clasificadas
en cinco superfamilias, las cuales son por sus siglas en inglés: ATP-binding
cassette (ABC) family, small multidrug resistance (SMR) family, major facilitator
superfamily (MFS), multidrug and toxic compound extrusion (MATE) family y
resistance-nodulation-division (RND) family, siendo esta Ultima la mas
comunmente encontrada y que juega un papel importante en la resistencia a los
antibioticos. La familia RND generalmente esta compuesta por un sistema de tres
proteinas: una proteina transportadora RND ubicada en la membrana interna, una
proteina de fusion de membrana perisplasmatica (MFP) y una proteina de
membrana externa o porina (OMF) (Figura 2). En P. aeruginosa, podemos
encontrar distintos sistemas de bombas de expulsion, resaltando su importancia
MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN y MexXY-OprM que al sobreexpresarse
son capaces de expulsar a diferentes antibiéticos. Esta sobreexpresion esta dada
por mutaciones en sus genes reguladores y promotores, pero también se ha
observado que otros sistemas tienen efecto sobre la expresion de estos genes
(como menciona Muller et al., 2011, el sistema ParRS puede tener influencia sobre
la bomba de expulsion MexXY-OprM) (Lister et al., 2009; Muller et al., 2011; Lamut
et al., 2019).

o MexAB-OprM: esta se expresa constitutivamente en P. aeruginosa,
formando parte de su resistencia intrinseca. Es regulada
negativamente por mexR y su sustrato son los antibidticos de las
familias B-lactamicos e inhibidores de B-lactamasas, fluoroquinolonas,
tetraciclinas, cloranfenicol, macrélidos, novobiocina, trimetroprim y

sulfonamidas. Se conoce que esta bomba puede expulsar a



meropenem, pero no a imipenem (Lister et al., 2009; Wang et al.,
2010).

MexCD-OprJ: este sistema es regulado negativamente por nfxB, es
capaz de expulsar B-lactamicos como piperacilina, cefepime,
meropenem y fluoroquinolonas, cloranfenicol, macrolidos, trimetroprim,
tetraciclinas y novobiocina, pero no son sustratos otros antibidticos
como aztreonam, ceftazidima e imipenem (Quale et al., 2006; Jeannot
et al., 2008; Lister et al., 2009).

MexEF-OprN: esta bomba de expulsion es regulada positivamente por
mexT, es capaz de expulsar a las familias de antibidticos de
fluoroquinolonas, trimetroprim y cloranfenicol. El regulador mexT esta
involucrado en la regulacién negativa del gen oprD, esto sucede como
consecuencia de mutaciones presentes en el regulador mexT, como
resultado, la porina OprD no se expresa y la bacteria es resistente a
imipenem por este mecanismo (Lister et al., 2009).

MexXY-OprM: este sistema esta regulado negativamente por mexZ,
contribuye a la expulsiéon de fluoroquinolonas, aminoglucésidos,
macrolidos, tetraciclina y algunos B-lactamicos como piperacilina,
cefepime y meropenem. Actualmente, se conoce que este sistema
también puede expulsar al antibiético imipenem (Terzi et al., 2014; Su
et al., 2017). Por otra parte, Muller et al., en 2011, realizaron estudios
en cepas de P. aeruginosa sobre esta bomba de expulsion. El gen
mexZ no presentd mutaciones, sin embargo, el sistema MexXY se
sobreexpresaba debido al sistema de regulacién ParRS; este sistema
de doble componente se ubica en la membrana de P. aeruginosa, al
sensar moléculas que causen estrés a la bacteria (ej. péptidos

policationicos y antibiéticos), se activa y por medio de una cascada de



sefializacion e incrementa la expresion del gen mexY y reprime al gen

de oprD evitando la expresion de esta proteina.
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Figura 2. Estructura y funcion de las bombas de expulsion RND en P. aeruginosa. Este
complejo forma un canal que abarca toda la membrana, permitiendo el transporte, impulsado por
protones, de antibiéticos desde el citoplasma de la célula a través de la membrana interna, el
espacio peripldsmico, peptidoglucano, y finalmente, por la membrana externa. Imagen modificada
de Lister et al., 2009.

1.2.4 Produccioén de biofilm y alginato

El biofilm se define como una agrupacién de bacterias que colonizan y se
adhieren a las superficies, esta formado por sustancias producidas por las
bacterias integradas en una matriz de biopolimeros, el cual contiene ADN,
proteinas y polisacaridos. Su funcién es permitir que las bacterias sobrevivan en el



ambiente hostil del hospedero, diseminarse para la formacién de nuevas colonias
y le confiere una gran ventaja para proteccion contra la humedad, temperatura,
pH, concentracion de nutrientes y eliminacion de desechos. Incluso se conoce
que, debido a este mecanismo, se vuelven menos susceptibles a la respuesta
inflamatoria e inmunoldgica del paciente y contribuye a la resistencia a
antibioticos. La formacién de biofilm esta relacionada con el “quorum sensing”, que
es un mecanismo por el cual las bacterias producen, reconocen y responden a
pequefias moléculas llamadas autoinductores, las cuales les permite la
comunicacion entre ellas, logrando asi la coordinacion de poblaciones bacterianas
a cambios ambientales. Las bacterias productoras de biofilm estan asociadas a la
complicacion de distintas enfermedades, como son endocarditis, otitis media,
prostatitis crénica, fibrosis quistica, periodontitis, infecciones causadas por
dispositivos médicos inclusive e IAAS (Bjarnsholt et al., 2010; Palanisamy et al.,
2014; Vital-Lopez et al., 2015; Alav et al., 2018).

Se ha observado la formacion de biofilm en distintos patégenos, entre ellos
en P. aeruginosa, lo que que dificulta su eliminacion, participa en la evasion al
complemento del sistema inmune y promueve su persistencia en infecciones de
pacientes hospitalizados. También al biofilm se le ha atribuido la participacion en
la resistencia a los antibiéticos, debido a que su formaciébn en cepas de P.
aeruginosa las vuelven mas persistentes frente a los antibidticos B-lactamicos,
cloranfenicol, quinolonas y tetraciclinas (Gupta et al., 2016; Alav et al., 2018). Este
biofilm esta formado por tres exopolisacaridos: el Pel, que tiene funcion estructural
y de proteccion al biofilm, el Psl que es esencial en la formacién del biofilm tanto
en cepas mucoides como en no mucoides y el alginato, que es importante para la
maduracioén del biofilm en cepas mucoides pero no es esencial en cepas no
mucoides, se conoce que este puede jugar un papel importante en la resistencia a
los antibidticos y contribuye a la evasion del sistema inmune del hospedero
(Figura 3) (Ma et al., 2012).



Estrategias de virulencia de P. aeruginosa durante el proceso infeccioso
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Figura 3. Estrategias de virulencia de P. aeruginosa propuestas durante el proceso
infeccioso y estrategias terapéuticas potenciales. En el pulmén con fibrosis quistica, la
mucosidad presente atrapa a bacterias como P. aeruginosa, permitiendo su persistencia. Los
pacientes inicialmente son colonizados por bacterias planctonicas que se adhieren al tejido (Paso
1). Después, estas bacterias secretan moléculas como homoserin-lactonas para la comunicacion
célula a célula (quorum sensing) y forman colonias bacterianas (Paso 2). Secrecion de toxinas,
proteasas y pigmentos (piocianina), con el tiempo, las colonias forman biofilm albergando bacterias
aerobias y anaerobias (Paso 3). Células del sistema inmune presentes en el pulmén liberan
especies reactivas de oxigeno, aplicando una presién selectiva a las bacterias e induciendo la
produccion de alginato mediada por mutaciones en el gen mucA, desregulacion de AlgT y la
conversion de colonias no mucoides a mucoides. Imagen modificada de Ramsey & Wozniak, 2005.
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El alginato es un polimero conformado por residuos de D-manuronato y L-
glucoronato. Actia como una barrera de proteccion para P. aeruginosa, ya que
protege a la bacteria de la respuesta inflamatoria del sistema inmune del paciente
y a su vez le otorga propiedades de formar una estructura mucoide, contribuyendo
a la complicacién de infecciones respiratorias. Aunque el alginato no es esencial
en el biofilm de colonias no mucoides, tiene gran impacto en la estructura y la
persistencia de las cepas mucoides (Ramsey & Wozniak, 2005; Ma et al., 2012;
Ghadam et al., 2017).

La biosintesis del alginato esta regulada por el factor sigma AlgT (también
conocido como AlgU o 02?) que induce la expresion del gen algD, una enzima
importante para la conversion de manosa-GDP a manuronato-GDP donde inicia la
produccion de alginato. Los genes mucA y mucB inhiben a AlgT, inversamente, la
ausencia de mucA y mucB permite la expresion de AIgT, proteina que inicia la
produccion de alginato y fenotipicamente la cepa se vuelve mucoide. Cuando el
gen mucA presenta mutaciones, su expresion es inactivada y pierde su capacidad
de interaccionar con AlgT. Como consecuencia, este se une al promotor del gen
algD llevando a la sobreproduccion de alginato (Figura 4 Ay B y Figura 5). En
diversos estudios se ha observado que en pacientes con fibrosis quistica se
presentan complicaciones causada por cepas de P. aeruginosa no mucoides, que
con el paso del tiempo estas cepas se vuelven mucoides, debido a la
sobreproduccion de alginato, atribuyendo este cambio de fenotipo en la bacteria a
las mutaciones en el gen mucA (Figura 5) (Ramsey & Wozniak, 2005; Hgiby et al.,
2017; Jones & Wozniak, 2017).
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Figura 4 A y B. Esquema de la sintesis de alginato, Psl y LPS en la cepa PAO1. La proteina
fosfomanomutasa AlgC es necesaria para la biosintesis de 3 exopolisacaridos: Psl, Pel y alginato.
La sobreproducciéon de un exopolisacarido reducira la sintesis de otro y se sugiere que AlgC es un
punto de control para la produccién de los exopolisacaridos. Una vez que AlgC dirige hacia la
sintesis para la producciéon de alginato, otros genes se encuentran involucrados en la (i)
polimerizacion y transferencia a la membrana citoplasmatica, (iii) transferencia al espacio
periplasmico y modificacion y (iv) exportacion a la membrana externa. Imagenes modificadas de
(A) Ma etal. 2012 y (B) Wu et al., 2015.
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Figura 5. Cascada de sefializacion de MucA. Las lineas verdes significan un efecto positivo en la
produccién de alginato, mientras que las lineas rojas es la inhibicion de la produccién. Lineas
punteadas significa un mecanismo desconocido. A) En ausencia de una presién selectiva, el
sistema se encuentra apagado. AlgU (AlgT) se encuentra secuestrado por MucA-MucB. B) En
condiciones de estrés, el sistema se enciende y se activa esta cascada de sefializacion dirigida por
la protedlisis realizada por AlgW y MucP sobre MucA-AlgU; este complejo se dirige hacia la RNA
polimerasa que inicia la expresion del operén de alginato. MucD puede reparar posibles dafios
causados por el estrés. C) Mutaciones en MucA causan que este sistema se encuentre encendido
permanentemente. MucA no puede interaccionar con MucB, por lo que AlgU (AlgT) se encuentra
libre para interaccionar con la RNA polimerasa. Imagen modificada de Hay et al., 2014.

Cabe destacar que en las cepas de P. aeruginosa causantes de IAAS no se
ha observado como estos mecanismos estructurales, como son la formacioén de

biofilm y la presencia de alginato, contribuyen a la resistencia a los antibioticos.

Actualmente, poco se conoce sobre la funcion de los mecanismos
estructurales en la resistencia hacia los antibiéticos, por lo cual se han propuesto
el uso de diversos antibidticos durante las diferentes etapas de la formacién de
biofilm, las cuales son 1) colonizacion de P. aeruginosa, 2) formacion de
microcolonias, 3) sintesis de EPS y formacion de biofilm y 4) produccion de
alginato (Figura 3) (Ramsey & Wozniak, 2005).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Antecedentes generales

La resistencia a los antibioticos se origina de la evolucidon natural de las
bacterias para adaptarse a su ambiente; sin embargo, el uso excesivo e
inapropiado de los antibioticos ha contribuido a generar una era de emergencia y
propagacion de bacterias multidrogoresistentes, debido a mutaciones vy
adquisicion de diferentes mecanismos de resistencia (Alav et al., 2018). En el afio
2017, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lanzé un boletin donde se
destacaban a los microorganismos para los cuales se necesitaban urgentemente
la creacion de nuevos antibidticos, estos relacionados a las IAAS, en dicha lista se
encuentra Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos en la categoria
de Prioridad 1: critico (OMS, 2017).

El mecanismo de resistencia antimicrobiana mas estudiado en cepas de P.
aeruginosa ha sido la produccién de [(-lactamasas, pero se ha observado que
existen cepas resistentes a B-lactamicos en especial a carbapenémicos, que no
son portadoras de estas enzimas y se han buscado otros mecanismos
involucrados en la resistencia, como son la pérdida o modificacion de la porina
OprD y la participacion de bombas de expulsién (Lee & Ko, 2012; Rojo-Bezares et
al., 2014).

Diversos estudios en cepas clinicas de P. aeruginosa, enfocados en la
resistencia hacia los antibidticos carbapenémicos, han evidenciado que la
influencia de bombas de expulsion de la familia RND (MexAB, MexCD, MexEF y
MexXY) es uno de los mecanismos mas involucrados. Se ha realizado PCR en
tiempo real y secuenciacion de los genes reguladores de bombas de expulsion
mexR, nfxB, mexT y mexZ, donde encontraron mutaciones en estos y como
consecuencia, se observo la sobreexpresion de las bombas de expulsion
confiriendo resistencia hacia los antibidticos carbapenémicos (Quale et al., 2006;
Castanheira et al., 2014, del Barrio-Tofifio et al., 2017).
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Por otro lado, se ha utilizado RT-PCR cuantitativa de los genes estructurales
de las bombas de expulsion mexB, mexY y mexD y se observé la sobreexpresion
de estos genes, poniendo en evidencia que sus respectivas bombas de expulsion
se encontraban activas frente a la expulsion de antibidticos. En otro estudio,
Unicamente se encontr@ la sobreexpresion de la bomba de expulsion MexAB-
OprM, atribuyendo a este sistema la resistencia hacia los antibiéticos
carbapenémicos (Lee & Ko, 2012; Muderris et al., 2018).

En otros estudios relacionados con la presencia de la proteina OprD en
cepas clinicas de P. aeruginosa no portadoras de carbapenemasas, se realizo la
secuenciacion del gen oprD y se encontraron secuencias de insercion en el gen
que interrumpian la expresion de la proteina. Ademas, en el gen oprD se han
encontrado mutaciones como: sustituciones aminoacidicas que codifican un codén
de paro, por lo que posiblemente no se exprese la proteina; también se
encontraron deleciones de 2 o mas nucledtidos los cuales pudieran interrumpir la
expresion. Debido a esto, se le atribuyd la pérdida o modificacién de la proteina
OprD a la resistencia a los antibiéticos carbapenémicos (Lee & Ko, 2012; Rojo-
bezares et al., 2014; Kao et al., 2016; Shariari et al., 2017).

Es importante mencionar que se han realizado estudios de otros
mecanismos que pudieran estar involucrados en la resistencia como son factores
estructurales como la formacion de biofilm y la producciéon de alginato en
pacientes con fibrosis quistica, con el consecuente agravamiento de la
enfermedad. El biofilm no es un mecanismo de resistencia; sin embargo, se ha
observado que la presencia del biofilm interfiere en el paso de los antibi6ticos -
lactdmicos y aminoglucdsidos hacia la bacteria, como consecuencia, el antibiético
no tiene efecto (Abdi-Ali et al., 2006). Ademas, se realizé la cuantificacién del
biofilm mediante la metodologia de cristal violeta, en presencia y ausencia de
distintas familias de antibidticos y se observd que en presencia del antibidtico hubo
un aumento en la produccion de biofilm (Kaplan, 2011; Aka & Haiji, 2015; Cepas et
al., 2019).
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Por otro lado, el estudio realizado por Wasserman et al., en 2016, con la
cepa P. aeruginosa PAOL1 al hacerla crecer en presencia de ciprofloxacina a una
concentracion de 0.05 pg/mL las colonias bacterianas cambiaron su fenotipo,
volviéndose mucoides, por lo que los autores relacionan la produccién de alginato
con la resistencia hacia este antibiotico. Resultados similares fueron observados
en otros estudios realizados con cepas aisladas de pacientes con fibrosis quistica,
las cuales fueron probadas en presencia de imipenem y aminoglucésidos (Hentzer
et al., 2001; Bagge et al., 2004; Wasserman et al., 2016).

Se sugiere que el antibidtico ejerce una presion sobre las cepas de P.
aeruginosa induciendo la formacion de biofilm y alginato, por lo que ademas de
una protecciobn en respuesta al estrés, también influyen como factores de
resistencia hacia diversos antibiéticos, por lo que es de importancia continuar

estudiando estos mecanismos estructurales en la bacteria.

2.2 Antecedentes directos

En Puebla, en el laboratorio de microbiologia hospitalaria y de la comunidad,
se realizaron estudios con cepas obtenidas del Centro Médico Nacional 20 de
Noviembre del ISSSTE de la Ciudad de México y del Hospital Regional ISSSTE de
Puebla.

En el Centro Médico Nacional 20 de Noviembre, se aislaron 11 cepas MDR-
RC que no portaban carbapenemasas y se realizd la busqueda de otros
mecanismos involucrados en esta resistencia, como modificaciones en el gen
oprD que interrumpian la expresion de la proteina. Ademas, se observd que 6
cepas mostraban una CMI >512 ug/mL para meropenem y fueron seleccionadas
para realizar la cuantificacion de la produccién de alginato en ausencia y presencia
del meropenem, donde se observé que habia una mayor produccion del
exopolisacarido en presencia de meropenem, concluyendo que en estas cepas la
presencia de alginato podria estar participando en la resistencia hacia los

carbapenémicos (Nepomuceno, 2015).
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En el Hospital Regional ISSSTE se obtuvieron 59 cepas de P. aeruginosa a
las cuales se les realizo perfil de resistencia a antibidticos, donde 41 cepas
resultaron MDR-RC que fueron seleccionadas para estudiar los mecanismos
resistencia involucrados. Se determind el genotipo de estas cepas y se encontro
que 24 cepas eran portadoras de B-lactamasas con actividad de carbapenemasa,

las cuales portaban blave y/o blacesy 17 cepas no portaron carbapenemasas.

En 17 cepas portadoras de blamvp se estudiaron otros mecanismos de
resistencia a carbapenémicos, encontrando mutaciones en el gen oprD, las cuales
interrumpian la expresion de la porina OprD; su expresion fue determinada
mediante Western Blot. Por otra parte, se estudio la presencia de los genes de
carbapenemasas que pudieran estar en integrones y plasmidos (Lépez et al.,
2018).

Para el caso de las 17 cepas MDR-RC no portadoras de carbapenemasas es
necesario continuar con el estudio de otros mecanismos de resistencia que
expliquen los niveles de concentracion minima inhibitoria que presentan. A su vez,
es importante estudiar las 7 cepas portadoras de blaces2 y blaces-20 y que no
portaron blaivp dado que la presencia de este tipo de enzimas no explica los
niveles altos de resistencia presentados por estas cepas (Lopez, 2019).

3. JUSTIFICACION

Se aislaron cepas de P. aeruginosa causantes de infecciones asociadas a la
atencion de la salud en hospitales de Puebla, que presentan
multidrogorresistencia y resistencia a carbapenémicos, que no son portadoras de
carbapenemasas por lo que es de importancia el estudio de otros mecanismos de
resistencia que pudieran estar involucrados en la resistencia a carbapenémicos
como son la perdida de la expresion de la proteina OprD, la participacion de
bombas de expulsion y determinar si los cambios estructurales de las cepas
(producciéon de biofilm y alginato) pudieran estar participando en la resistencia a

carbapenémicos.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Determinar la participacion de la expresion de la proteina OprD, bombas de
expulsion, biofilm y alginato en la resistencia a carbapenémicos en Pseudomonas
aeruginosa.

4.2 Objetivos particulares

o Determinar el fenotipo de resistencia en algunas cepas de P. aeruginosa

causantes de infecciones nosocomiales.

o Detectar genes de resistencia a carbapenémicos en algunas cepas de P.
aeruginosa.

o Identificar el gen oprD y determinar la expresion de la proteina OprD.

o Determinar la participacién de bombas de expulsion mediante inhibicion con

EPI en la resistencia a carbapenémicos.

o Determinar la produccion de biofiilm en presencia y ausencia de

carbapenémicos a diferentes concentraciones.

o Determinar la produccién de alginato en ausencia y presencia de

carbapenémicos a diferentes concentraciones.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cepas de estudio

En este estudio, se trabajaron 83 cepas de P. aeruginosa, obtenidas del
Hospital Regional ISSSTE de Puebla. Las cepas fueron recolectadas durante el
periodo de junio 2013 a marzo 2017. Estas fueron identificadas por el sistema
semiautomatizado VITEK-2. Dentro de estas cepas, se seleccionaron 21 cepas de
P. aeruginosa MDR-RC que no son portadoras de carbapenemasas previamente

estudiadas por Lopez en 2019 (Anexo 1).

Las cepas fueron conservadas en crioviales con caldo BHI (Brain-Heart
Infusion) y glicerol 10%, almacenadas en un ultracongelador a -70°C. Antes de
realizar los experimentos, se sembraron por estria cruzada en una placa de agar
tripticasa soya (TSA) e incubaron por 24 horas a 37°C. Posteriormente, se realizé
una resiembra a una nueva placa de TSA, con el fin de evitar posibles cambios
fenotipicos causados por el estrés de la ultracongelacion. De este segundo inoculo

se procedi6 a realizar los experimentos.
Condiciones de ética

Los aislados clinicos fueron recolectados durante el muestreo de rutina del
hospital y los datos de los pacientes se mantuvieron bajo anonimato. EI Comité de
Etica del Hospital Regional ISSSTE de Puebla aprob6 el protocolo para este

estudio con el nimero de registro 188.2018.

6.1.1 Cepas control

Se utiliz6 a la cepa P. aeruginosa PAO1, donada por la Dra. Gloria Soberén y
el Dr. Miguel Castafieda, como control para la amplificacion del gen oprD y como
control negativo para la CMI; la cepa de P. aeruginosa PE21, obtenida del estudio

realizado por Lopez-Garcia et al., 2018, como control positivo para la amplificacion
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de los genes blaces, blaive y blaoxa-so, también se utiliz6 como control para realizar
la CMI en presencia y ausencia del inhibidor de bombas de expulsién PABN, P.
aeruginosa PES2, obtenida del estudio realizado por Lépez et al.,, 2018, se uso6
como control para la amplificacion del gen blaoxa-2; la cepa de Acinetobacter
baumanii AN54, obtenida del estudio realizado por Bello-Lopez et al., 2019, se
us6 como control para la presencia del gen blanom1 y la cepa control P.
aeruginosa portadora de blaviv-2, donada por el Dr. Jesus Silva Sanchez, para la

amplificacion de este gen.

6.2 Determinacion del fenotipo de resistencia por difusién en disco
(Kirby-Bater)

A partir de un cultivo puro en TSA, se tomd con asa bacteriolégica una
colonia que fue suspendida en un tubo con 2 mL de solucion salina isoténica (SSI
0.85%) y se ajustdé la turbidez al tubo de 0.5 de MacFarland. Una vez
estandarizado, se sumergio un hisopo estéril y se inoculé masivamente una placa
de agar Mueller-Hinton (MH), inoculando por rayado toda la superficie de la placa:
esto se repiti6 3 veces, girando la placa 90° para asegurar la distribucién
homogénea del inoculo, y al finalizar, se paso6 el hisopo por los bordes internos de
la placa. Con la ayuda de unas pinzas esterilizadas en el mechero, se colocaron
los sensidiscos (BD BBL™) con los antibiéticos sugeridos por el manual CLSI
2018 y se incubaron de 16 a 18 horas a 37°C. Pasado el tiempo de incubacion, se
procedié a la lectura de los halos de inhibicion de crecimiento obtenidos y se
compararon con la zona de diametro del CLSI 2018 para su interpretacion (Tabla
1).
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Tabla 1. Antibidéticos para realizar el fenotipo de resistencia por difusion en

disco.
. Zona de didmetro (mm)
Sensible Intermedio Resistente

Piperacilina = 21 15-20 <14
Piperacilina/Tazobactam > 21 15-20 <14
Ticarcilina/Clavulanato > 24 16 - 23 <15
Ceftazidima >18 15-17 <14
Cefepime =18 15-17 <14
Aztreonam 222 15-21 <15
Meropenem =19 16 -18 <15
Imipenem =19 16 - 18 <15
Gentamicina =15 13-14 <12
Amikacina =17 15-16 <14
Tobramicina 215 13-14 <12
Ciprofloxacino > 21 16 - 20 <15
Norfloxacino =17 13-16 <12

S: sensible, I: intermedio, R: resistente. CLSI, 2018

6.3 Concentracion minima inhibitoria

Para determinar la concentracion minima inhibitoria, se utilizé la técnica de
dilucion en agar, para lo cual se prepararon placas de agar MH suplementadas
con los antibi6éticos meropenem e imipenem. Estas fueron preparadas con 20 mL
de agar por placa, con la concentracion del antibiético correspondiente para cada
dilucion.

A partir de un cultivo puro en agar TSA, se prepar6 una suspension al 0.5 de
MacFarland, del mismo modo que se hizo para realizar el fenotipo de resistencia.
Después, se realiz6é una dilucién 1:10 de la suspension: de manera que para 1000

uL se agregaron 900 pL de SSI y 100 pL de la suspensiéon. Posteriormente, se
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distribuyeron 2 pL de cada muestra en las placas; cada una con las
concentraciones de 2 ug/mL a 512 pg/mL del antibiético. Se utilizé como control
negativo a PAO1 y a la cepa PE21 como control positivo, debido a que ya se
conocen sus valores de CMI para ambos antibiéticos. Las placas fueron incubadas
16 a 18 horas a 37°C.

Pasado el tiempo de incubacion, se procedid a la lectura de estas para
conocer la CMI de la cepa, es decir, a la concentracion en la que ya no se observé
crecimiento de la bacteria.

Tabla 2. Puntos de corte para la CMI los antibidticos meropenem e

imipenem.
L Punto de corte de CMI (ug/mL)
Antibidtico : . .
Sensible Intermedio Resistente
Meropenem <2 4 >8
Imipenem <2 4 >8

S: sensible, I: intermedio, R: resistente. CLSI| 2018.

6.4 Extraccién de ADN por ebullicién

A partir de un inocul6 masivo en placa de TSA e incubada por 24 horas, se
tomaron de 2 a 3 asadas bacterianas y se colocaron en un tubo eppendorf que
contenia 800 pL de solucion salina isotdnica (SSI). Se homogenizé completamente
por vortex y se centrifugd a 13000 rpm por 5 minutos; se descarté el sobrenadante
y se agreg6 nuevamente SSI: el lavado fue repetido 2 veces mas, se descarto el
altimo lavado y se agregaron 800 pL de agua inyectable estéril (PISA). Se
homogeniz6 con un vortex y se colocé en bafio maria por 10 minutos, se
homogeniz6 con vortex, se centrifugd a 13000 rpm por 5 minutos y el

sobrenadante obtenido fue colocado en un tubo eppendorf estéril.
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Se cuantificd la concentracion de ADN en un Nanodrop 2000® (Thermo
Scientific). Cada muestra se ajust6 a una concentracion de 200 ng/uL. Se

guardaron a -20°C hasta su uso.

6.5 Amplificacién de genes en cepas clinicas de P. aeruginosa.
6.5.1 Amplificacién de genes de resistencia a carbapenémicos

La deteccion de genes de resistencia hacia los antibioticos carbapenémicos:
blaive, blaviv, blanom, blaspm, blaciv, blakec, blaces, blaoxa-2, blaoxa-40 y blaoxa-so se
realizd mediante PCR. Las condiciones para la amplificacion de los genes de

resistencia se encuentran en la Tabla 4.

Los productos de PCR obtenidos se cargaron en geles de agarosa al 1% con
buffer de carga y se corrieron a 100V. Estos fueron tefiidos con bromuro de etidio
(Sigma® Life Science) durante 15 segundos y lavados por 30 minutos en agua
tridestilada. Para visualizar los geles se utilizé el equipo digitalizador de imagenes
MiniBIS Pro, Bio Imagen System.

6.5.2 Amplificacion de genes reguladores de bombas de expulsién

Con el objetivo de conocer la presencia de los genes que codifican para las
bombas de expulsién de la familia RND en las cepas de P. aeruginosa, se
amplificaron los genes reguladores mexR, nfxB, mexT y mexZ. Las condiciones

para la amplificacién de estos se encuentran en la Tabla 5.
6.6. Determinacién de mutaciones en la proteina OprD

El gen oprD se amplificé para posteriormente purificar el producto de la PCR
y secuenciarlo. Las condiciones de la PCR se encuentran en la Tabla 6. Se
utilizaron los controles correspondientes mencionados en el apartado 6.1.1. Cada
reaccion contenia un volumen final de 10uL, sus respectivos componentes se

muestran en la Tabla 3.
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La purificacion del gen oprD se realiz6 mediante el kit Zymoclean™ DNA
Recovery kit, siguiendo los pasos del fabricante. Los productos de PCR
purificados fueron enviados al laboratorio LANGEVIO en Irapuato, Guanajuato

para su secuenciacion.

Para determinar las mutaciones en el gen oprD, las secuencias fueron
visualizadas utilizando el programa Flinch Tv v1.4.0 Geospiza y editadas en el
programa Nucleic Acid Sequence Massanger. Para convertir las secuencias de
nucleétidos a aminoécidos, se utiliz6 ExPASy-Translate Tool y por medio de
Clustalw (Clustal Omega) fueron alineadas con la secuencia aminoacidica de

OprD de PAO1(numero de acceso GenBank NC_002516.2) para su comparacion.
Para el analisis de las secuencias se utilizaron los siguientes programas:

o Flinch TV v1.4.0 Geospiza para visualizar las secuencias obtenidas.

o Nucleic Acid Sequence Massanger, para la edicibn de la secuencia
(http://biomodel.uah.es/en/lab/cybertory/analysis/massager.htm).

o BLAST 2.0 QBLAST del National Center for Biotechnology Information site,
para la comparacion de las secuencias (www.nchi.nlm.nih.gov/blast/).

o ClustalW (Clustal Omega), para los alineamientos de las secuencias
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

o ExPASy-Translate tool, para la conversion de nucledtidos a aminoacidos

(https://web.expasy.org/translate/).
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Tabla 3. Componentes de unareaccién de PCR.

T Concentracion | Volumen afiadido Concentracion
inicial (uL) final (en reaccion)

Agua - 6.12 -
Buffer 10X 1.0 1X
MgCl2 25 mM 1.0 2.5 mM
dNTPs 10 mM 0.2 0.2 mM
Primer Forward 25 uM 0.3 0.75 uM
Primer Reverse 25 pM 0.3 0.75 pM
Taq 5 U/uL 0.08 0.04 U/pL
ADN de muestra 200 ng/uL 1 -
Volumen final - 10 -

Tabla 4. Caracteristicas de los oligonucleotidos utilizados para la
amplificacion de p-lactamasas. Ojo falta incluiruna columna a la extrema
derecha con lareferencia de cada juego de oligos

Tamafio Tamaiio del
del gen Nombre de los ] amplificado | Condiciones de | Referencia
Gen ) ) Secuencia
(pb) oligonucleétidos (pb) PCR
94°C 5 min
IMPd-F CTRCCGCAGWAGMGKCTTTG 94°C 1 min Bello-
blave - 515 56°C 1 min 30c Lopéz,
72°C 1 min 2015
IMPd-R GCCADGCTACDANATTTGCGTC
72°C 10 min
94°C 5 min
Vimd1- F GATGGYGTTTGGTCGCATATC 94°C 1 min
Usando 1-2: )
X°C 1 min 30c Bello-
400 . ) 3
blaviv 801 Vimd2-R GAATGCGCAGCACCRGGA | Usando 1.3: | /2 C L min Lopez,
72°C 10 min 2015
600
) X1-2:54°C
Vimd3-R CAACRTTMGYTGTGTGYTKGA
X1-3:50°C
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blanom

813

NDMv-F

AATATTATGCACCCGGTCGCG

NDMv-R

CATCACGATCATGCTGGCCTT

732

94°C 5 min
94°C 1 min
54°C 1 min 30c
72°C 1 min
72°C 10 min

Bello-
Lopéz,
2015

blaspm

2004

blaSPM-F

CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG

blaSPM-R

CCTTTTCCGCGACCTTGATC

800

94°C 5 min
94°C 1 min
56°C 1 min 30c
68°C 1 min
68°C 10 min

Mendes et
al., 2007

blacim

773

GIM-F

AGAACCTTGACCGAACGCAG

GIM-R

ACTCATGACTCCTCACGAGG

748

94°C 5 min
94°C 1 min
57°C 1 min 30c
72°C 1 min
72°C 10 min

Castanheira
et al., 2004

blakrc

882

blakPC-F

ATGTCACTGTATCGCCGTCT

blakPC-R

TTACTGCCCGTTGACGCCCA

882

94°C 5 min
94°C 30 seg
52°C 30 seg 35c
72°C 1 min
72°C 5 min

Akpaka et
al., 2009

blaces

864

GES1-F

ATGCGCTTCATTCACGCAC

GES1-R

CTATTTGTCCGTGCTCAGG

864

94°C 5 min
94°C 1 min
55°C 1 min 30c
72°C 1 min
72°C 10 min

Poirel et al.,
2000

blaoxa-2

827

oxa2Ps-F

TTCAAGCCAAAGGCACGATAG

oxa2Ps-R

TCCGAGTTGACTGCCGGGTTG

703

94°C 5 min
94°C 1 min
58°C 30 seg 35¢
72°C 90 seg
72°C 10 min

Steward et
al., 2001

blaoxa-a0

828

oxa40Ps-F

GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA

oxa40Ps-R

AGTTGAGCGAAAAGGGGATT

249

94°C 5 min
94°C 25 seg
52°C 40 seg 30c
72°C 50 seg
72°C 6 min

Woodford et
al., 2006

blaoxa-so

789

oxab0Ps-F

GAAAGGCACCTTCGTCCTCTAC

oxab0Ps-R

CAGAAAGTGGGTCTGTTCCATC

453

94°C 4 min
94°C 1 min
55°C 1 min 30c
72°C 1 min
72°C 10 min

Craciunasg
et al, 2012
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Tabla 5. Caracteristicas de

los oligonucleétidos utilizados para

la

amplificacidon de los genes reguladores de bombas de expulsiéon de la familia

RND. Incluir las referencias

Tamafio Tamario del
del gen Nombre de los ) amplificado Condiciones Referencia
Gen ) ) Secuencia
(pb) Oligonucleétidos (pb) de PCR
94°C 5 min
mexR-1 CGCCATGGCCCATATTGAG 94°C 1 min .
Linares et
mexR 443 637 55°C 1 min 35¢
) al., 2005
68°C 8 min
mexR-2 GGCATTCGCCAGTAAGCGG o .
72°C 8 min
94°C 5 min
nfxB-1 CGATCCTTCCTATTGCACG 94°C 1 min
Linares et
nfxB 563 781 54°C 1 min 30c
al., 2005
72°C 1 min
nfxB-2 GCCAAGTGCCAGTATCG
72°C 10 min
94°C 5 min
mexT-1 CGGTTGCAGCCTCTAGCC 94°C 1 min
Linares et
mexT 1043 1005 58°C 1 min 30c
e il al., 2005
mexT-2 CGATTTTCCCGTTGCGACG min
72°C 10 min
94°C 5 min
mexZ-1 AGCGGCGCGACAGTAGCATA 94°C 1 min .
. Linares et
mexZ 534 939 60°C 1 min 30c
. _ al., 2005
mexz-2 CCGAGGACCAGCGCAGGC 72°C 1 min
72°C 10 min
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Tabla 6. Caracteristicas de los oligonucledtidos utilizados para la

amplificacion del gen oprD.

Tamafo Tamafio del

del gen Nombre de los . amplificado | Condiciones Referencia
Gen ) ) Secuencia
(pb) Oligonucleétidos (pb) de PCR

94°C 5 min
oprD-F Ps TGCTGCTCCGCAACTACTATTTC 94°C 1 min
oprD 1332 751 55°C 1 min 35¢
68°C 8 min
72°C 8 min

Naenna et
al., 2010

oprD-R Ps GTAGGCCAAGGTGAAAGTGTG

94°C 5 min
oprDlong-F CGCCGACAAGAAGAACTAGC 94°C 1 min
oprDlong 1332 1412 55°C 1 min 30c
72°C 1 min
72°C 10 min

Gutiérrez et
al., 2007

oprDlong-R GTCGATTACAGGATCGACAG

94°C 5 min
oprDlong2-F CTACGCAGATGCGACATGC 94°C 1 min
Wolter et

oprDlong2 1332 1586 64°C 1 min 30c
al., 2004

72°C 1 min
72°C 10 min

oprDlong2-R CCTTTATAGGCGCGTTGCC

94°C 5 min
oprDlong-F CGCCGACAAGAAGAACTAGC 94°C 1 min

En este
oprD* 1332 958 55°C 1 min 30c

72°C 1 min
72°C 10 min

estudio
oprD-R Ps GTAGGCCAAGGTGAAAGTGTG

94°C 5 min
oprD-F Ps TGCTGCTCCGCAACTACTATTTC 94°C 1 min

En este
oprD* 1332 1207 55°C 1 min 30c

72°C 1 min
72°C 10 min

estudio
oprDlong-R GTCGATTACAGGATCGACAG

* Combinaciones de oligonucleétidos utilizados en este trabajo para la amplificacion y

secuenciacion de algunos genes.
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6.7 Determinacion de la expresion de la proteina OprD
6.7.1 Extraccién de proteinas

A partir de un cultivo masivo realizado previamente en una placa de agar BHI
al 3% (16 a 18 horas a 37°C), se cosechd todo el inoculo y se colocé en un
eppendorf con 1 mL de EDTA al 0.01M, se homogeniz6 completamente y se
centrifugd a 12000 rpm por 5 minutos, esto con el objetivo de separar el
exopolisacarido del paquete celular. Con ayuda de una micropipeta, se quit6 el
exopolisacarido y fue desechado, se lavaron 2 veces con SSI, se homogenizo y se
centrifugdb a 12000 rpm por 5 minutos. Se descartd completamente el
sobrenadante y se agregaron 500 uL de solucién RIPA (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA compuesto por: 150 mM NaCl, 1.0% IGEPAL® CA-630, 0.5%
desoxicolato de sodio, 0.1% SDS, 50 mM Tris, pH 8.0) y 5 pL de inhibidores de

proteasas (10X). Se dej6 en refrigeracion toda la noche.

Al siguiente dia, se centrifugd a 12000 rpm durante 5 minutos y el
sobrenadante se coloc6 en un eppendorf estéril. Se agregd 500 uL de acetona fria
para precipitar a las proteinas y se dej6 a refrigeraciéon toda la noche.
Posteriormente, se centrifugd a 12000 rpm por 5 minutos, se descartd el
sobrenadante y se dej6 secar el eppendorf a temperatura ambiente, con el objetivo
de que se evaporara la acetona. Finalmente, se hidraté con 50 puL de RIPA

caliente y se guardo en refrigeracion hasta su uso.

6.7.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS (PAGE-SDS)

Para la preparacion de las muestras, primeramente, fueron ajustadas a 30
Mg/uL; se cuantifico la cantidad de proteina por el método de Bradford, con ayuda
de una curva de calibracién de albumina sérica bovina. Se tomo6 20 pL del ajuste
de la muestra y 20 puL de buffer de corrimiento, se llevé a bafio maria por 10
minutos con el fin de desnaturalizar las proteinas. La preparacion del gel PAGE-

SDS se muestra en la Tabla 7.
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Se realiz6 el corrimiento de dos geles PAGE-SDS, uno fue tefiido con azul de
Coomasie y el otro fue transferido a membrana de nitrocelulosa para ser utilizado
en el Western Blot. Estos geles se cargaron en el primer carril con 6 pyL de
marcador SpectraTM Multicolor Broad Range Protein Ladder (10 - 245 kDa),
consecutivamente, en cada carril se cargo 10 pL de la preparacion de la muestra

previamente ajustada a 30 pg/uL. El corrimiento del gel fue a 80V, una vez que las

muestras entraron al gel separador, este voltaje aument6 a 120V.

Tabla 7. Preparacion de gel PAGE-SDS

Reactivos Gel separador al 12% Gel concentrador

Agua 1.35mL 1.04 mL
Acrilamida 30% 3.0 mL 0.32mL
Bis-acrilamida 2% 1.22 mL 0.13 mL
Tris-HCI 1.5M pH 8.8 1.86 mL -
Tris-HCI 0.5M pH 6.8 - 500 pL
Persulfato de amonio 60 pL 40 pL
TEMED 6 pL 3L

6.7.3 Western-Blot

El gel de PAGE-SDS fue transferido a una membrana de nitrocelulosa
(Biorad®) para la deteccién de la proteina OprD. Previamente, se colocaron en un
recipiente la membrana de nitrocelulosa, el gel PAGE-SDS vy el papel filtro y se
afnadio buffer de transferencia (glicina, metanol, TRIS y SDS) frio. Para realizar la
transferencia, se utilizd el equipo Trans-blot® SD Semi-Dry Transfer Ceell
(BioRad, Laboratories Inc., Hercules, CA, USA); primeramente, se coloco el papel
filtro, seguido de la membrana de nitrocelulosa, luego el gel PAGE-SDS vy

finalmente un segundo papel filtro, todo humedecido en el buffer de transferencia.
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Se presiond ligeramente para eliminar burbujas y se llevé a cabo la transferencia a

15 V por 35 minutos.

Una vez realizada la transferencia, la membrana fue bloqueada con leche sin
grasa al 5% y se dejo en refrigeracion toda la noche. Al siguiente dia, se procedio
a lavar 3 veces la membrana con PBS-tween al 0.5% colocandose en agitacion
suave por 10 minutos. Después, se agregé 20 mL de anticuerpo policlonal anti-
OprD hecho en conejo, a una dilucion 1:10000. Se dej6é en refrigeracién toda la
noche.

Al siguiente dia, se realizaron 3 lavados a la membrana con PBS-tween al
0.5%. Enseguida, se agregd un segundo anticuerpo IgG de cabra anti-conejo
acoplado a fosfatasa alcalina, a una dilucion 1:5000 y se colocé en agitacion
suave durante 1 hora. Al finalizar, se lavd nuevamente 3 veces la membrana con
PBS-tween al 0.5%.

Finalmente, se agregd 2 mL del reactivo 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato/p-
nitro azul tetrazolio (BCIP/NBT al 98%) (Sigma, Aldrich, St. Louis, MO, USA) para
revelar a la membrana. La muestra de PAO1 y la proteina recombinante OprD
(obtenida en el LMHC-CICM) fueron utilizadas como controles positivos.

6.8 Determinacion de la participacion de bombas de expulsién en

presencia de un inhibidor de bombas de expulsiéon

Para determinar la participacion de bombas de expulsion de la familia RND
en la resistencia a los antibiéticos meropenem e imipenem, se utilizé el inhibidor
de bombas de expulsion PABN (L-phenylalanine-arginine-p-naphthylamide)
(Sigma-Aldrich) a una concentracion de 25 mg/L por placa. Primeramente, se
verificd que el inhibidor no fuera toxico para las cepas; para esto, estas cepas se
sembraron en ausencia y presencia de PABN. Después se realizd la CMI de
meropenem e imipenem (previamente descrita), en ausencia y presencia de PABN
a 25 mg/L. La cepa PAO1 se utiliz6 como control negativo y la cepa PE21 como

positivo. Para interpretar los resultados, se considero la participacion de las
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bombas de expulsion cuando se observo que la CMI disminuia 2 0 mas veces en
presencia de PABN (Kumita et al., 2009).

6.9 Extraccion de alginato

Se inocul6 a la cepa problema masivamente en placas de agar MH, sin
antibiotico y con antibiético a diferentes concentraciones, con base a la CMI que
mostro la cepa. Fueron incubadas 24 horas a 37°C y se cosecharon en un tubo
eppendorf con 1 mL de EDTA 0.01M, con el fin de separar el exopolisacarido del
paquete celular. Se homogeniz6 completamente por vortex y se centrifugé a
13000 rpm por 5 minutos. Con ayuda de una pipeta, el exopolisacarido fue tomado
y colocado en un tubo falcon de 15 mL. Se realizaron 3 lavados mas con EDTA
0.01M al tubo eppendorf con el objetivo de obtener todo el exopolisacéarido de la

cepa.

Se adicionaron 3 volumenes de alcohol isopropilico al tubo falcon con el
exopolisacérido, se homogenizé completamente por vortex y se centrifugé a 4000
rpm por 20 minutos. El sobrenadante se descartd y se dejo secar el tubo falcon
por 3 dias. La pastilla obtenida fue guardada a temperatura ambiente hasta su

uso, mientras que el tubo eppendorf con el paquete celular se conservo a -20°C.

6.10 Cuantificacién de alginato

La cuantificacion de alginato se realizé mediante la reaccion de carbazol
(Blumenkrantz & Asboe-Hansen, 1973). La pastilla obtenida en la extraccion de
alginato (muestra problema) fue hidratada con 10 mL de agua inyectable estéril
PISA. Se prepararon 200 mL de solucion de acido sulfurico-boratos: afiadiendo
195 mL de &cido sulfarico y 5 mL de una solucién de boratos 8.8M. Se depositaron
3 mL de la solucién en tubos de vidrio, a su vez se agregaron 350 pL de muestra
problema y 100 puL de carbazol (0.1%). Paralelamente, se corrid una curva de
alginato como se muestra en la Tabla 8. Los tubos se agitaron con cuidado en el

vortex y después se colocaron a bafio maria a 50°C por 30 minutos, donde la
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solucion cambié a un color rosa. Se procedi6 a la lectura en espectrofotometro a
530 nm. La produccidn total de alginato fue expresada en mg de alginato/ mg de

proteina.

Tabla 8. Preparacion de la curva de alginato

Tubo L de éoluci()n uL H20 Concentracién mg/mL
alginato

1 350 0 1

2 280 70 0.8
3 210 140 0.6
4 140 210 0.4
5 70 280 0.2
6 35 315 0.1
7 17.5 3325 0.05

6.11 Cuantificacion de proteinas por Bradford

La cuantificacion de proteinas fue realizada por el método de Bradford (Bio-
Rad Protein Assay) en placas de poliestireno de 96 pocillos. Los paquetes
celulares obtenidos se lavaron con MgS0O4 10mM y fueron resuspendidos en 1 mL
de la misma solucion. En el pocillo se afiadieron 155 puL de agua estéril, 5 uL de
muestra y 40 yL del reactivo de Bradford. Paralelamente se corrié una curva de
albumina sérica bovina como se muestra en la Tabla 9. La lectura fue realizada
con ayuda del microlector de placas de Elisa (Thermo Scientific Multiskan EX) a

una absorbancia de 595nm.



Tabla 9. Preparacion de la curva de albumina

Pocillo L de sol'ucic’)n pL H.O pL de Bradford Concentracion
albamina

Blanco 0 uL 160 40 0 pg/pL
1 0 pL 160 40 0 pg/pL
2 5 uL 155 40 0.5 pg/pL
3 10 L 150 40 1 pg/pL
4 20 pL 140 40 2 ug/pL
5 30 pL 130 40 3 pg/pL
6 40 pL 120 40 4 pg/pL
7 50 pL 110 40 5 pog/pL
8 60 pL 100 40 6 pg/pL

6.12 Cuantificacién de biofilm por el método de cristal violeta

Este método fue realizado de acuerdo con Peeters et al., 2008. A partir de un
cultivo puro en agar MH con 24 horas de crecimiento, se tomo6 una colonia y se
inoculd en tubos con 3 mL de caldo Mueller-Hinton; un tubo sin antibiético y el
resto con diferentes concentraciones de meropenem, segun la CMI que la cepa

mostro y fueron incubados durante 24 horas a 37°C .

Con el fin de estandarizar el inoculo presente en cada tubo, se realizé la
cuantificacion de proteinas por el método de Bradford. Se tom6 1 mL del
crecimiento en el caldo MH y se centrifugé a 13000 rpm por 5 minutos. Se
descart6 sobrenadante y se lavo el paquete celular con 1 mL de MgSO4 10mM, se
homogeniz6 en vortex y se centrifugé a 13 000 rpm por 5 minutos. El paquete
celular obtenido se resuspendié en 1 mL de la misma solucion, fue homogenizado
y se realizd la cuantificacion de proteinas con el fin de estandarizar el inéculo
presente en cada tubo. Una vez estandarizados los inoculos, se realizd una
dilucion 1:100 y se procedido a distribuir 200 pL en los pocillos de placas

poliestireno de 96 pocillos; para cada cepa se realizaron 2 series (una para
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crecimiento total del cultivo y otra para la cuantificacion de biofilm). Cada serie se

realizo por quintuplicado. Se incubd por 24 horas a 37°C.

En una serie se determind el crecimiento total del cultivo. Con ayuda de una
micropipeta, se tomo el contenido del pocillo y se coloco en un tubo eppendorf. Se
lavé el pocillo con 200 pL de MgSOs4 10mM y se agrego al tubo eppendorf
correspondiente, después se centrifugd a 13 000 rpm por 5 minutos y se descarté
sobrenadante. El paquete celular fue lavado nuevamente con 200 pL de MgSO4
10 mM y se centrifugd a 13 000 rpm por 5 minutos, se resuspendié en 200 pL de

MgS0O4 10 mM y se procedio a la cuantificacion de proteinas por Bradford.

La otra placa fue utilizada para la cuantificacion de biofilm, este fue
cuantificado de dos formas; biofilm aéreo y biofilm estatico. Para el biofilm aéreo,
se tomo6 con ayuda de una micropipeta la capa superior del cultivo, donde se
observé una superficie viscosa y se separé en un pocillo nuevo. Para el biofilm
estatico, se retird6 con cuidado el cultivo (sin tocar las paredes ni el fondo del
pocillo). Después, se realiz6 un lavado con 200 uL de PBS 1X cada pocillo.
Posteriormente, se agregaron 200 uL de metanol, con el fin de fijar el biofilm y se
dej6 15 minutos a temperatura ambiente. Se descartd el metanol y la placa se dejé
secando por 10 minutos. Se afadieron 200 pL de cristal violeta al 10% y se dejo
incubar a temperatura ambiente por 20 minutos. Una vez transcurrido el tiempo, se
descarto el cristal violeta y se realizaron de 2 a 3 lavados con agua tridestilada,
para descartar el exceso de cristal violeta. Finalmente, se afiadieron 200 uL de
acido acético 66% a cada pocillo y se dej6é incubando con tapa durante 1 hora a
temperatura ambiente. Se procedio a la lectura de la densidad 6ptica a 600nm en
el microlector de placas Elisa (Thermo Scientific Multiskan EX). La cuantificacion
del biofilm se calcula dividiendo las lecturas obtenidas de la densidad Optica entre

mg totales de proteina.
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7. RESULTADOS

Se trabajaron 83 cepas de Pseudomonas aeruginosa provenientes del
Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla, obtenidas en el periodo del 16 de junio
2013 a 21 de marzo 2017. Las cepas fueron recolectadas de distintas areas
hospitalarias: 40% de medicina interna, 16% de cirugia, 13% de la unidad de
cuidados intensivos (UCI), 10% de urologia, 4% de didlisis peritoneal continua
ambulatoria (DPCA), 3% de nefrologia y otros 14%. Estos aislados fueron
recuperados de distintos sitios anatémicos: 30% urocultivo, 19% cultivo de
secrecion, 17% lavado broncoalveolar, 7% hemocultivo, 6% heridas, 4% catéter,

4% expectoracion y otros 13% (Figura 6).

Servicio Origen de muestra

Otros Otros Lavado
14% 13% Broncoalveolar

17%

Medicina Interna .
40% Catéter

4%

Hemocultiv
7%

Cirugia
16%
~\

Urocultivo

DPCA__ Cultivo de
4% Secrecion_/ 30%
Nefrologia_/ 19%
3%

Urologia ucl . pectoracién
10% el R / 4%

Figura 6. Distribucion de las 83 cepas en el Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla. A). Area
hospitalaria. B) Sitio anatdmico de aislamiento de las cepas.



Perfil fenotipico de resistencia

De 83 cepas de P. aeruginosa, 55 (66.2%) fueron multidrogoresistentes
(MDR) y resistentes a carbapenémicos (RC), de las cuales: 41% fue resistente a
piperacilina, 65.1% a ticarcilina/clavulanato, 30.1% a piperacilina/tazobactam,
50.6% a ceftazidime, 48.2% a cefepime, 44.6% a azitromicina, 65.1% a
gentamicina, 63.9% a tobramicina, 51.8% a amikacina, 65.1% a ciprofloxacina,

63.9% a norfloxacino, 65.1% para meropenem y 66.3% para imipenem (Figura 7).
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Figura 7. Perfil de resistencia de 83 cepas de P. aeruginosa. Rojo: resistente, amarillo: intermedio
y azul: sensible. PIP: Piperacilina, TIM: Ticarcilina/Clavulanato, TZP: Piperacilina/Tazobactam,
CAZ: Ceftazidima, FEP: Cepefime, ATM: Aztreonam, IPM: Imipenem, MEM: Meropenem, GM:
Gentamicina, NN: Tobramicina, AN: Amikacina, CIP: Ciprofloxacina, NOR: Norfloxacina.
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Deteccidn de genes de resistencia para carbapenémicos

Se seleccionaron 54 cepas de P. aeruginosa por ser multidrogoresistentes
(MDR) y resistentes a ambos carbapenémicos (RC). Se realizé la deteccidén de
genes de resistencia hacia los antibidticos carbapenémicos, dando como
resultado: 10 cepas portadoras de blame, 36 cepas blaces y 37 cepas blaoxa-2
(Figura 8 y Figura 9) (Anexo 2). Las cepas fueron negativas a blaviv, blacim,

blanowm, blaspm, blakpc y blaoxa-4o.
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Gen determinado por PCR

Figura 8. Determinacién de genes de B-lactamasas en cepas de P. aeruginosa MDR-RC (n=54).
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Figura 9. Determinacion de blaces. Gel de electroforesis representativo con productos de PCR
para la blaces. 1. Marcador GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific). 2. Blanco. 3.
Control positivo PE21 portadora de blaces-32. 4. PE168. 5. PE174. 6. PE179. 7. PE187. 8. PE189 9.
PE194 10. PE195 11. PE196 12. PE198 13. PE204 14. PE205 15. PE208 16. PE213 17. PE217.
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Determinacion de la expresion de OprD

Se eliminaron las 10 cepas que portaron blave, debido a que el objetivo de
este estudio fue la investigacion de otros mecanismos de resistencia hacia
carbapenémicos en cepas no portadoras de carbapenemasas, quedando 44 cepas

de P. aeruginosa no portadoras de carbapenemasas.

A las 44 cepas de P. aeruginosa se les realizo la deteccion de la expresion
de la proteina OprD mediante Western Blot. En 17 cepas se expreso la proteina
OprD observando bandas de diferentes tamafnos: en 6 cepas se observd una
banda en un peso aproximado de 70 kDa, mientras que en 11 cepas se observo
una banda de un peso de 50 kDa, el esperado para la proteina OprD, y el que
coincide con los controles usados. En 27 cepas no hubo expresion de la proteina
OprD (no aparecen bandas del peso esperado) (Figura 10). En la Figura 11
observamos el niumero de cepas que no expresaron 0 expresaron la proteina con

diferente tamafo de banda con respecto a la CMI para imipenem.
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Figura 10. Determinacion de la expresion de la OprD. Geles representativos de la expresién
de la proteina OprD por PAGE-SDSD y Western-blot de las cepas de P. aeruginosa. A)
inmunodeteccion de la proteina OprD Carril 1. Marcador de peso molecular (Spectra™), Carril 2.
Proteina OprD recombinante (50kDa), Carril 3. OprD de PAOL1 (48 kDa), Carril 4. PE101, Carril 5.
PE127, Carril 6. PE143, Carril 7. PE147, Carril 8. PE149, Carril 9. PE154, Carril 10. PE159. A.1)
Gel espejo PAGE-SDS. B) Carril 1. Marcador (Spectra™), Carril 2. Proteina OprD recombinante,
Carril 3. PAO1, Carril 4. PE174, Carril 5. PE179, Carril 6. PE187, Carril 7. PE189, Carril 8. PE195,
Carril 9. PE196, Carril 10. PE198. B.1) Gel PAGE-SDS. C) Carril 1. Marcador (Spectra™), Carril 2.
Proteina OprD recombinante, Carril 3. PAOL, Carril 4. PE19, Carril 5. PE160. C.1) Gel espejo
PAGE-SDS. El experimento se realiz6 por duplicado.
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Figura 11. Expresion de la proteina OprD (n=44). La determinacion de la expresion de OprD se
realizo por PAGE-SDS y Western Blot. Los resultados se representan en relacion con los valores
de CMI que mostraron las cepas para imipenem.

Determinacion de mutaciones en el gen oprD

Con base a los resultados obtenidos de la deteccién de la proteina OprD por
Western Blot, se escogieron 4 cepas de P. aeruginosa para la secuenciacion del
gen oprD, con el fin de buscar mutaciones que afectaran a los loops L2 y L3 y que
contribuyeran en la resistencia a imipenem. De las 4 cepas, en 3 (PE19, PE30 y
PE213) se expreso la proteina OprD mientras que en 1 (PE47) estuvo ausente; la
secuencia parcial del gen oprD de las 4 cepas fue mandado a secuenciar por la
metodologia SANGER al laboratorio LANGEBIO (lrapuato, Guanajuato). Una vez
obtenidas las secuencias, estas se analizaron con el algoritmo de Blast y se
obtuvo que todas correspondian al gen oprD. Posteriormente, fueron alineadas
con secuencia nucleotidica y aminoacidica de la proteina OprD de PAO1l

(NC_002516.29), la cual fue utilizada como cepa de referencia.
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Al amplificar el gen oprD de las cepas PE19 y PE213 se logro distinguir la
presencia de dos bandas de distintos tamafios: una similar al peso del control
oprD de PAOL1 (958pb) y otra con un peso de 2700pb aproximadamente (Figura
12A y B). En ambos casos se mando a secuenciar las bandas de peso de 2700pb.
En el caso de las cepas PE30 y PE47 la amplificacion del gen oprD mostré una

banda de un peso de 958pb, el cual coincidia con el gen de la cepa control PAOL.

La cepa PE19 expresé a la proteina OprD (mayor a 50kDa) y al realizar la
amplificacion del gen oprD se encontr6 la presencia de dos bandas, una del peso
esperado para el gen oprD y una de mayor peso (2700pb aproximadamente), en
esta ultima, la secuencia mostré la presencia de la secuencia de insercion 1S1394
en la posicion nucleotidica 430 (Anexo 3 y 4). En el caso de la cepa PE213
expreso a la proteina OprD (50 kDa) vy, al igual que la PE19, presenté 2 bandas y
la secuenciacion de la banda de 2700pb mostré la secuencia de insercidon
ISPa1328 en el nucledtido 131 (Anexo 8y 9). La cepa PE30 expreso a la proteina
OprD (50 kDa) y se encontraron diversos cambios de aminoacidos, sin embargo,
ninguna de ellas afectando a los loops L2 y L3 (Anexo 5). La cepa PE47 no
expreso a OprD y en el gen se encontr6 a la secuencia de insercion ISPa61 en el
nucleotido 833 (Anexo 6y 7).

En la Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos de la secuenciacion
parcial del gen oprD y la expresion de la porina OprD por Western Blot y la

secuenciacion parcial del gen oprD.
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Tabla 10. Resultados de la secuenciacién parcial del gen oprD

Numero Deteccion de la Andlisis de la secuenciacion parcial del
de cepa proteina OprD gen oprD
PE19 E(Xrﬁ;?ifg gglgg)D 151394
PE30 EXpre(;igrl‘(gZ)OprD D43N, S57E, S59R, 1210A, E202Q
PE47 No expreso ISPa61
PE213 EXpreggT(gZ)OprD ISPa1328

A: alanina, D: acido aspartico, E: acido glutamico, I: isoleucina, N: asparagina, Q: glutamina, R:
arginina, S: serina,

958pb

Figura 12. A) Gel de electroforesis con productos de PCR para oprD, utilizando los
oligonucle6tidos OprDlongF y OprDR. 1. Marcador GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder
(Thermo Scientific), 2. Control positivo PAOL, 3. PE19 B) Gel de electroforesis con
productos de PCR para oprD, utilizando los oligonucle6tidos OprDlongF y OprDR. 1.
Marcador GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific), 2. Blanco, 3. Control
positivo PAOL, 4. PE213. Se utilizaron los oligonucleétidos oprDlong-F y oprD-R Ps para
la amplificacion de ambos casos.



Participacion de las bombas de expulsion mediante la presencia de un

inhibidor de bombas de expulsion

En las 44 cepas de P. aeruginosa se determiné a CMI para meropenem e
imipenem en presencia y ausencia del inhibidor de bombas de expulsién PABN,
con el objetivo de observar la participacion de las bombas de expulsion como
mecanismo de resistencia hacia estos antibioticos. Previo al experimento con la
CMI, se observd que PABN inhibid el crecimiento de la cepa PE204 por lo que, en
esta cepa, no se pudo determinar la participacion de bombas de expulsion para la

resistencia carbapenémicos.

Para el caso de meropenem en ausencia y presencia de PABN, se observo la
influencia del inhibidor en 31 cepas: en 9 cepas la CMI disminuyo6 2 veces, en 7
cepas 4 veces, en 5 cepas 8 veces, en 1 cepa 16 veces, en 5 cepas 32 veces, en
3 cepas 64 veces y en 1 cepa 128 veces. No hubo disminucion en la CMI de 12

cepas, las cuales mostraban una CMI de 8 a >512 pg/mL.

Por otro lado, para imipenem en ausencia y presencia de PABN, se observé
nuevamente la influencia del inhibidor en 21 cepas, de las cuales: en 12 cepas
disminuy6 2 veces, en 6 cepas 4 veces y en 3 cepas 8 veces. En 22 cepas no se
mostré una disminucion de la CMI en presencia del inhibidor, las cuales mostraron
una CMI de 64 a >512 pug/mL. La cepa PE90 en presencia del inhibidor aumenté la
CMI 4 veces.

Puesto que la cepa PE19 mostraba una CMI >512 ug/mL para imipenem y
disminuy6 a 512 pg/mL en presencia de PABN, se volvid a realizar el experimento
a mayores concentraciones de imipenem: a 1024 pg/mL y 2048 pg/mL, en
ausencia y presencia de PABN. La cepa mostré una CMI de 2048 pg/mL, la cual

disminuy6 4 veces en presencia de PABN.

Fue de interés conocer las bombas de expulsion de la familia RND presentes
en las cepas, por lo que se amplificaron los genes reguladores de estos sistemas:
mexR, nfxB, mexT y mexZ. Las 44 cepas presentaron el gen mexR, el cual es

regulador del sistema MexAB; 8 cepas el gen nfxB, regulador del sistema MexCD;
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23 para mexT, regulador de MexEF y 19 mexZ, regulador de MexXY (Figura 13).

En la Tabla 11 se muestra un resumen de estos resultados.

Tabla 11. Deteccién de la proteina OprD, amplificacién de genes reguladores
de bombas de expulsiéon y la participacién de bombas de expulsidon en cepas
de P. aeruginosa (n=44)

: . Reguladores CMI (ug/mL)
Numero Deteccidn de
’ de bomba de MEM o IPM L
de cepa | laproteina OprD . Disminucién Disminucion
expulsion (MEM+PARBN) (IPM+PABN)
Expresion OprD
PE18 mexR, mexZ 8 (8) 0 128 (32) 4 veces
(mayor a 50kDa)
Expresion OprD
PE19 mexR, nfxB, mexZ 128 (128) 0 2048 (512) 4 veces
(mayor a 50kDa)
PE24 No expreso mexR 32 (32) 0 128 (128) 0
PE26 No expreso mexR, mexT, mexZ 8 (4) 2 veces 128 (64) 2 veces
PE28 No expres6 mexR 32 (32) 0 64 (32) 2 veces
Expresion OprD
PE29 mexR, nfxB, mexT 64 (64) 0 64 (32) 2 veces
(mayor a 50kDa)
PE30 No expres6 mexR, mexT, mexZ 32 (32) 0 256 (256) 0
PE47 No expres6 mexR, mexT, mexZ 256 (128) 2 veces 128 (32) 4 veces
PES3 No expres6 mexR, mexT, mexZ 128 (32) 4 veces 256 (256) 0
PES5 No expres6 mexR, mexT, mexZ 256 (128) 2 veces 128 (32) 4 veces
PES8 No expres6 mexR, mexT, mexZ 256 (128) 2 veces 128 (32) 4 veces
PEG60 No expres6 mexR 256 (128) 2 veces 256 (128) 2 veces
PEG65 No expres6 mexR, mexT, mexZ 32 (16) 2 veces 64 (64) 0
PEG67 No expreso6 mexR, mexT, mexZ 32 (2) 16 veces 64 (64) 0
Expresion OprD
PE68 mexR, nfxB 128 (16) 8 veces 128 (128) 0
(mayor a 50kDa)
PE76 No expreso6 mexR 32 (16) 2 veces 64 (64) 0
Expresion OprD
PE86 mexR, mexT, mexZ 128 (32) 4 veces 256 (256) 0
(50kDa)
mexR, nfxB, mexT,
PE87 No expreso . 64 (32) 2 veces 256 (128) 2 veces
mex
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Aumenta

PE90 No expreso mexR, nfxB, mexT 32 (32) 0 64 (256) 4
veces
Expresion OprD
PE93 mexR, nfxB, mexT >512 (>512) 0 >512 (>512) 0
(mayor a 50kDa)
Expresion OprD
PE96 mexR 128 (128) 0 256 (256) 0
(mayor a 50kDa)
PE101 No expreso mexR, mexT, mexZ 32 (8) 4 veces 128 (64) 2 veces
PE127 No expreso mexR 512 (8) 64 veces 512 (512) 0
Expresion OprD mexR, nfxB, mexT,
PE143 128 (32) 4 veces 64 (64) 0
(50kDa) mexZ
PE145 No expreso6 mexR, mexT, mexZ 32 (8) 4 veces 512 (512)
PE147 No expres6 mexR 256 (8) 32 veces >512 (>512) 0
PE149 No expres6 mexR 256 (8) 32 veces 512 (512)
Expresion OprD
PE154 mexR, mexT 32 (8) 4 veces 256 (128) 2 veces
(50kDa)
PE159 No expreso mexR 256 (4) 64 veces 256 (32) 8 veces
PE160 No expreso mexR 512 (4) 128 veces 512 (512) 0
PE168 No expreso mexR 256 (32) 8 veces 512 (256) 2 veces
PE174 No expreso mexR 256 (8) 32 veces >512 (>512) 0
Expresion OprD
PE179 mexR 64 (8) 8 veces 64 (32) 2 veces
(50kDa)
PE187 No expreso6 mexR 256 (32) 8 veces 256 (64) 4 veces
PE189 No expres6 mexR 256 (8) 32 veces 256 (32) 8 veces
Expresion OprD mexR, nfxB, mexT,
PE194 64 (64) 0 64 (64) 0
(50kDa) mexZ
Expresion OprD
PE195 mexR 64 (8) 8 veces 128 (128) 0
(50kDa)
PE196 No expres6 mexR 256 (4) 64 veces 512 (64) 8 veces
PE198 No expres6 mexR, mexT, mexZ 128 (32) 4 veces 256 (128) 2 veces
Expresion OprD PABN inhibe PABN inhibe
PE204 mexR, mexT 256 o 256 o
(50kDa) crecimiento crecimiento
Expresién OprD
PE205 mexR, mexT 64 (64) 0 256 (128) 2 veces
(50kDa)
Expresién OprD
PE208 mexR, mexT, mexZ 16 (16) 0 64 (64) 0
(50kDa)
Expresiéon OprD
PE213 mexR 512 (16) 32 veces 512 (256) 2 veces

(50kDa)
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Figura 13. Genes reguladores de bombas de expulsién de la familia RND (n=44).

Con base a los resultados obtenidos, fueron seleccionadas 10 cepas de P.
aeruginosa para conocer si ademas de los mecanismos de resistencia que
presentaban algunas de las cepas, también se encontraban involucrados la
formacion de biofilm y la produccion de alginato en la resistencia a meropenem.
Estas cepas mostraban una CMI de 64 pug/mL a >512 pg/mL para meropenem y
de 128 pg/mL a 2048 pg/mL para imipenem: en 6 cepas no se expreso la proteina
OprD y en 4 cepas se detectd la expresion de esta proteina. De las 6 cepas que
no expresaron a la proteina OprD, en 4 se observo la participacién de bombas de
expulsion para meropenem e imipenem, mientras que en 2 no participaron. De las
4 cepas que expresaron la proteina OprD, en 1 cepa se observo la participacion
de bombas de expulsion para ambos antibidticos, mientras que en 2 cepas se

observd solo para imipenem y en 1 cepa solo para meropenem (Tabla 12). En el
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Anexo 2 se muestran las caracteristicas de las 44 cepas de P. aeruginosa

estudiadas.

Cuantificacion de biofilm en ausenciay presencia de meropenem a

diferentes concentraciones.

A 10 cepas de P. aeruginosa se les realizd la cuantificacion de biofilm en
presencia de distintas concentraciones de meropenem, las cuales fueron elegidas
con base a la CMI que mostraron; el objetivo fue observar si se daba un cambio en
la produccién de biofilm a distintas concentraciones del antibiético. Para cada cepa
se cuantificd el biofilm aéreo y el biofilm estético, y al final, se sumaron ambas
para obtener el total de biofilm formado. Se utilizé a la cepa PAO1 como control

comparativo en la formacion de biofilm estatico y biofilm total (Figura 16).

En la cuantificacion del biofilm aéreo, las cepas PE47 y PE96 mostraron un
aumento en la concentracién de 32 pg/mL. En las cepas PE55, PE58 y PE213 se
observé una disminucion en la formacién de biofilm en las concentraciones 8
pg/mL, 16 pg/mL y 32 ug/mL respectivamente. El resto de las cepas no mostraron

cambios en las concentraciones probadas.

En comparacion con los sitios anatomicos de donde las cepas provenian,
presentaron una mayor produccién de biofilm aéreo las cepas PE55, PE58 y PE93
gue provenian de lavado broncoalveolar, herida (absceso) y vias urinarias
(urocultivo) respectivamente. La cepa PAO1 no presentd formacién de biofilm

aéreo. (Figura 14).

Por otra parte, se observé un aumento en la formacion de biofilm estatico en
las cepas PE29 y PE5S8 a la concentracion de 8 pg/mL, PE60 a 64 pg/mL, y las
cepas PE68 y PE96 a 16 ug/mL. En el resto de las cepas no hubo cambios a las
distintas concentraciones de meropenem probadas. La cepa PE96 mostr6 una
disminucién en la formacion de biofilm estéatico en la concentracion de 32 pg/mL.
Al comparar la formacion de biofilm estatico de las cepas, la cepa PE58 presento
la mayor produccion; esta cepa provenia de una herida (absceso) (Figura 15).
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Para obtener el biofilm total formado, los valores obtenidos de biofilm aéreo y
estatico se sumaron, y se pudo observar el aumento en la formacion de biofilm
total en las cepas PE29 a la concentracion de 8 ug/mL, PE58 y PE68 a 16 pg/mL,
y en la cepa PE60 a 64 pg/mL. Se observaron cambios en el biofilm total en 2
cepas: la cepa PE93 mostr6 un aumento a la concentracion de 8 pg/mL y
disminuy6 a 128 upg/mL, y en la cepa PE96 se observé un aumento a la
concentracion de 16 pug/mL y disminuyo a 32 pg/mL. Por el contrario, en las cepas
PE19 y PE213 se observo la disminucién del biofilm total a la concentracion de 16
ug/mL y 64 pg/mL respectivamente. La cepa PE55 mostr6 una formacién de
biofilm menor comparada con la formada en ausencia del antibiético. Al comparar
la produccion de biofilm total de las cepas, PE58 presentd la mayor produccion,
por otro lado, al comparar con el biofilm total de PAO1, las cepas mostraron una
mayor produccion a excepcién de las cepas PE60, PE68, PE96 y PE213 (Figura
16)
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Figura 14. Representacion grafica de la cuantificacion del biofilm aéreo en las 10 cepas de P.

aeruginosa. Se muestran las diferentes concentraciones de meropenem a las que fue cuantificada
la formacion de biofilm aéreo en cada cepa. PAO1 no mostro formacion de biofilm aéreo.
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Figura 15. Representacion grafica de la cuantificacion del biofilm estatico en 10 cepas de P.
aeruginosa. Se muestran las diferentes concentraciones de meropenem a las que fue cuantificada
la formacion de biofilm estatico en cada cepa.
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Figura 16. Representacion gréfica de la cuantificacion del biofilm total formado (suma de biofilm
aéreo y estdtico) en ausencia y presencia de meropenem, a distintas concentraciones del
antibiotico (n=10).
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Cuantificacion de alginato en ausencia y presencia de meropenem a

diferentes concentraciones.

A las 10 cepas de P. aeruginosa se les realizd la cuantificacion de alginato
por el método de carbazol a diferentes concentraciones del antibidtico

meropenem, en base a la CMI que mostro cada cepa.

La cepa PE19 mostr6 un aumento en la produccion de alginato a la
concentracion de 16 pg/mL, por el contrario, el resto de las cepas mostraron una
produccion homogénea a las diferentes concentraciones de meropenem probadas
(Figura 17). Al comparar, las cepas mostraron diferencias entre ellas respecto a la
produccién de este exopolisacarido: las cepas con mayor produccién de alginato
fueron las cepas PE19 y PE29, las cuales provenian de muestras de hemocultivo

y secrecidn de herida respectivamente.
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Figura 17. Representacion gréfica de la cuantificacion de alginato a diferentes concentraciones de
meropenem, en base a la CMI que mostro la cepa (n=10).

En la Tabla 12 se presenta un resumen de los datos obtenidos de las 10
cepas de P. aeruginosa, donde se muestran las caracteristicas de cada una: el
origen de la muestra, fenotipo de resistencia, genotipo, expresion de la proteina
OprD, participacion de bombas de expulsion para meropenem e imipenem y la

media de la produccion de biofilm y de alginato.
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Tabla 12. Datos obtenidos de las cepas clinicas de P. aeruginosa a las que se les cuantificé la formacion de

biofilm y produccion de alginato (n=10)

Produccién de

Genotino Concentracion minima Produccion aldinato
Numero | Origen de la . : : P Deteccion de inhibitoria (pg/mL) de biopelicula 9
Fenotipo de resistencia de 5 (mg
de cepa muestra . . proteina OprD (D.O0./mg .
resistencia MEM IPM roteina total) alginato/mg
(MEM+ PABN) | (IPM + PABN) | P proteina total)
Lavado PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, blaces.s
PE47 IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, o No expreso6 256 (128) 128 (32) 0.062 £ 0.003 0.008 £ 0.001
broncoalveolar NOR blaoxa-2
Lavado PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM,
PE55 IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, blaces-19 No expres6 256 (128) 128 (32) 0.061 £ 0.016 0.010 £ 0.001
broncoalveolar NOR
. PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM,
Herida blaces-19, .
PE58 IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, No expreso 256 (128) 128 (32) 0.087 £0.014 0.010 £ 0.002
(absceso) NOR blaoxa-2
PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM,
PE60 Urocultivo IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, blaces-20 No expres6 256 (128) 256 (128) 0.035+0.010 | 0.015 + 0.004
NOR
Lavado PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, bla Expresion OprD
PE213 IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, GES, P P 512 (16) 512 (256) 0.044 £ 0.008 | 0.018 +0.002
broncoalveolar NOR blaoxa-2 (50kDa)
Tumor PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, bla Expresion OprD
PE68 IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, GES-26, P P 128 (16) 128 (128) 0.031 +0.007 | 0.014 + 0.005
cerebral NOR blaoxa-2 (mayor 50kDa)
. TIM, CAZ, FEP, IPM, MEM, GM, Expresion OprD
PE19 Hemocultivo NN, AN, CIP, NOR blaoxa-2 (mayor 50kDa) 128 (128) 2048 (512) 0.050 £ 0.007 0.035 £ 0.006
Secrecion de PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, bla Expresion OprD
PE29 : IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, CES-26, P P 64 (64) 64 (32) 0.048 £ 0.007 | 0.029 + 0.004
herida NOR blaoxa-2 (mayor 50kDa)
Catéter PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, bla Expresion OprD
PE96 IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, CES19, P P 128 (128) 256 (256) 0.034 +0.008 | 0.019 + 0.005
venoso central NOR blaoxa-2 (mayor 50kDa)
. TIM, CAZ, FEP, ATM, IPM, . Expresion OprD
PE93 Urocultivo MEM. GM. NN. AN, CIP, NOR Ninguna (mayor 50kDa) >512 (>512) >512 (>512) 0.047 £ 0.008 0.016 £ 0.003




8. DISCUSION

En la actualidad, P. aeruginosa es considerada una bacteria comun dentro el
ambito hospitalario, capaz de causar infecciones a pacientes que se encuentran
delicados por su estado de salud. En este estudio se obtuvieron 83 aislados
clinicos de P. aeruginosa del Hospital Regional I.S.S.S.T.E de Puebla;
mayoritariamente, las cepas provenian de muestras obtenidas de vias urinarias
(30%), cultivo de secrecion de heridas (19%) y lavado broncoalveolar (17%), sitios
anatémicos donde comunmente se conoce que infecta esta bacteria (Azam &
Khan, 2018). Se trabajaron 54 cepas de P. aeruginosa multidrogorresistentes
(MDR) vy resistente a carbapenémicos (RC), lo cual es importante debido a que
estos antibiéticos son la dltima opcién terapéutica, y representa un problema de

gran importancia para este hospital.

De las 54 cepas MDR-RC, 10 fueron portadoras de blawmpe, y fueron
descartadas del estudio debido a que la resistencia hacia carbapenémicos podria
ser atribuida principalmente a la presencia de esta metalo-B-lactamasa; sin
embargo, 44 cepas no fueron portadoras de carbapenemasas, y fue de interés
conocer otros mecanismos de resistencia que pudieran estar involucrados en la
resistencia a carbapenémicos. Es comun contar con la presencia de
carbapenemasas en cepas clinicas de P. Aeruginosa; sin embargo, son pocos los
estudios donde previamente se ha observado que, al no portar carbapenemasas,
influyen otros mecanismos de resistencia hacia carbapenémicos. Se ha reportado
la pérdida o modificaciones de la proteina OprD y la sobreexpresion de bombas de
expulsién, participando en la resistencia a carbapenémicos (Lee & Koo, 2012;
Rojo-Bezares et al., 2014), pero debido a que cada hospital cuenta con un cuadro
de medicamentos especifico, lo cual ejerce una presion de seleccién diferente que
puede modificar la presencia o el comportamiento de los mecanismos de
resistencia, es de importancia estudiarlos en hospitales mexicanos. De las 44
cepas de P. aeruginosa no portadoras de carbapenemasas, 36 cepas portaron

otras PB-lactamasas como GES que, si bien se han reportado variantes con
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actividad de carbapenemasa, la hidrélisis hacia estos antibidticos es casi nula
mostrando CMI bajas; por lo que no se le puede atribuir los niveles altos de
resistencia a carbapenémicos que presentaron estas cepas, por lo que también

fueron incluidas en el estudio (Nicolau & Oliver, 2010).

A las 44 cepas de P. aeruginosa no portadoras de carbapenemasas se les
realizo la deteccion de la expresion de la porina OprD mediante Western Blot. En
27 cepas no se detecto la expresion de la proteina, se ha reportado que la pérdida
de la expresion de la proteina se debe la presencia de secuencias de insercion
como ISPal328, ISPal33, ISPpu-21, ISPa8 e 1S1394 y codones de paro
prematuros, las cuales impedian la expresion de la porina OprD (Al-Bayssari et al.,
2015; Campana et al., 2016; Hirabayashi et al., 2017; Shariari et al., 2017; Lépez
et al., 2018).

Se selecciond la cepa PEA47 representativa de las que no expresaron a la
porina OprD y en la secuencia parcial del gen se encontr6 una secuencia de
insercion en el nucleétido 833 la cual tiene 93% de identidad con ISPa6l y
pertenece a la familia ISL3, por lo que podria tratarse de una nueva variante de IS.
La secuencia de insercion ISPa61l no habia sido reportada truncando OprD; sin
embargo, Sun et al., 2016, reportaron un plasmido de P. aeruginosa conteniendo a

esta secuencia de insercion.

En 11 cepas se detectd la expresion de la proteina OprD con un peso
aproximado de 50 kDa correspondiente al peso esperado de la proteina, por lo
gue se seleccionaron 2 cepas representativas de este grupo (PE30 y PE213) para
amplificar el gen oprD. En la cepa PE30 no se encontraron mutaciones en la
secuencia parcial del gen que afectaran a los loops L2 y L3, por lo que se podria
infierir que la porina OprD se encuentra funcional y no participaria como
mecanismo de resistencia a imipenem (Li et al., 2012). En la segunda cepa,
PE213, la amplificacion del gen oprD mostré6 dos bandas, de las cuales sélo se
mando a secuenciar la que presentd un mayor tamafo. En la secuencia parcial del
gen se encontro a la secuencia de insercion ISPal328 en la posicion nucleotidica

131, truncando al gen oprD, previamente reportadopor Al-Bayssari et al., 2015.
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Cabe mencionar que en esta cepa si se detectd la expresion de la porina, por lo
que podria tratarse de una mezcla de poblaciones de P. aeruginosa en el mismo
paciente. Previamente fue observado en un estudio anterior, realizado en el
Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la Comunidad por Gonzélez et al.,
2019, con cepas clinicas de P. aeruginosa provenientes del Centro Médico
Nacional 20 de Noviembre, en las cuales se detectd la expresion de la porina
OprD mediante Western Blot e Inmunoflurescencia indirecta en la cual se uso un
anticuerpo de conejo contra OprD y un anticuerpo anti-conejo acoplado a FITC, se
observé una mezcla de poblaciones bacterianas en el mismo aislado clinico,

donde en unas se observé que expresaban a la porina OprD y en otras no.

Del grupo de las 6 cepas donde se detecté a la porina OprD en un peso
aproximado de 70 kDa, se seleccion0 a la cepa PE19 cuya amplificacion del gen
oprD mostré dos bandas y se mandd a secuenciar a la banda de mayor tamario, la
cual presentd la insercion de 1S1394; debido a que se realiz6 una secuenciacion
parcial no se logré6 observar si esta secuencia de insercibn se encontraba
completa, sin embargo, esta insercibn posiblemente no esta impidiendo la
expresion de la porina en esta cepa, lo que explicaria la banda detectada en
Western Blot. Estos resultados son opuestos a los encontrados por Lépez et al.,
2018, donde la secuencia de insercion 1S1394 si afecto la expresion de la porina 'y
no fue detectada por Western Blot. La deteccion de la porina a un tamafio mayor a
50 kDa no habia sido previamente reportado, por lo que es importante llevar acabo
la deteccidén de la porina por anticuerpos y no solo determinarla por corrimiento
electroforético PAGE-SDS, ademéas de complementar el estudio de la porina con
la amplificacion y secuenciacion del gen oprD, por lo que seria importante

continuar con el estudio.

Livermoore en 2001 menciona que cuando no se expresa la porina OprD o
presenta modificaciones en los loops L2 y L3, la CMI para imipenem es de 8
ng/mL a 32 pug/mL, las cepas presentes en este estudio mostraron CMI mayores
para carbapenémicos, por lo que se buscaron otros mecanismos de resistencia

como la sobreexpresion de bombas de expulsion.
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Para determinar la participacion de bombas de expulsion como mecanismo
de resistencia hacia los antibidticos carbapenémicos, se utilizé el inhibidor de
bombas de expulsion PABN a una concentracion de 25 mg/L, segun lo
recomendado por Kumita et al., 2009. Este compuesto fue capaz de inhibir las
bombas de expulsion pertenecientes a la familia RND, gracias a su afinidad por
esta region. Al interactuar con esta region, bloquea a la bomba de expulsién e

impide la eliminacion de los antibidticos (Kumita et al., 2009; Lamut et al., 2019).

Cabe mencionar, que la cepa PE204 no fue contemplada para este
experimento, debido a que el PABN impidié el crecimiento de la bacteria, sin
embargo, la cepa fue portadora de los reguladores mexR y mexT, por lo que seria
importante determinar una curva de sobrevivencia de las cepas en presencia del
inhibidor, o en el caso de ésta cepa, utilizar otro inhibidor como los que han sido

reportados por Lamut et al., 2019.

En 31 cepas se observo la disminuciéon de CMI de meropenem de 2 hasta
128 veces en presencia de PABN. Ademas, se observo que las cepas PE127,
PE159 y PE196 disminuyeron la CMI de meropenem 64 veces y la cepa PE160
disminuy6 128 veces, por lo que se infiere que la sobreexpresion de las bombas
de expulsion sea el mecanismo principal de resistencia hacia meropenem.
Contrario a lo reportado previamente Lopez et al., 2018, donde en cepas
portadoras de carbapenemasas la disminucién de la CMI de meropenem fue

Gnicamente de 2 a 16 veces en presencia del inhibidor.

Por otro lado, se conoce que los sistemas MexAB, MexCD y MexXY estan
involucrados en la expulsién del antibiético meropenem (Lister, 2009). Al realizar la
amplificacion de los genes reguladores de bombas de expulsién, las 44 cepas
fueron portadoras de mexR, regulador del sistema MexAB-OprM; por lo que
podriamos inferir que todas las cepas son portadoras de esta bomba. En 18 cepas
se observé que esta bomba era la unica presente, ademas en estas cepas se
observd una disminucion de la CMI de meropenem en presencia del PABN, a
excepcion de tres cepas donde no hubo disminucion de la CMI. Por lo que se
puede pensar que siendo MexAB-OprM el d(nico sistema presente, su
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sobreexpresion es importante para la sobrevivencia de la bacteria en presencia de
meropenem, aunque no podemos dejar de lado la accion de otros mecanismos de

resistencia como es la participacion de la enzima AmpC (Rostami et al., 2018)

Veinticinco cepas portaban mas de 2 reguladores de bombas de expulsion,
de las cuales en 20 cepas se observdé la disminucion de la CMI de
carbapenémicos, y con esta métodologia no es posible determinar cuél es la
bomba participante en la resistencia, como se ha reportado en otros estudios,
utilizando RT-PCR cuantitativa de los genes reguladores y estructurales de las
bombas de expulsion (Lee & Ko, 2012; Muderris et al., 2018). Es importante
mencionar que la sobreexpresion de bombas de expulsion no Gnicamente confiere
resistencia a carbapenémicos sino también a diversas familias de antibiticos
(Lister, 2009), por lo que seria interesante evaluar su participaciébn con otros

antimicrobianos.

Otros autores mencionan que las bombas de expulsion no tienen afinidad por
el antibiotico imipenem (Lister, 2009; Dreier & Ruggerone, 2017), pero con los
datos obtenidos en este trabajo, 21 cepas mostraron disminucion de la CMI de
imipenem en presencia de PABN, por lo que las bombas de expulsion podrian

estar participando en la eliminacion de este antibiético.

Nueve cepas portaron el gen mexZ regulador del sistema MexXY-OprM y
mostraron disminucion de la CMI de imipenem en presencia de PABN, de modo
que posiblemente esta bomba sea uno de los mecanismos responsables de la
resistencia a imipenem. Un resultado similar fue observado en un estudio
realizado con cepas de P. aeruginosa resistentes a imipenem, utilizando berberina
como inhibidor del sistema MexXY-OprM y encontraron que la CMI de imipenem
disminuia en presencia del inhibidor (Su & Wang, 2017). Interesantemente, en la
cepa PE90 se observé un aumento de la CMI para imipenem en presencia de
PABN, esto probablemente sea debido a que la presencia del carbapenémico
pudiera haber activado la sobreexpresion de AmpC; ya que en un estudio
realizado por Kumari et al., 2014, observaron que su induccion esta determinada

por la presencia de ciertos antibiéticos B-lactamicos como el imipenem. Otros
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autores mencionan que la regulacion de estos mecanismos de resistencia es
bastante compleja, y que hay interaccion entre la regulacion de bombas de
expulsion, la expresion de AmpC vy la pérdida de la porina OprD para la resistencia

hacia carbapenémicos (Quale et al., 2006; Lister, 2009).

Por otra parte, en 12 cepas se observo la disminucion de la CMI de imipenem
en presencia de PABN: 9 cepas portaron solo a mexR, 2 cepas portaron a mexR y
mexT y 1 cepa portdé a mexR, nfxB y mexT, por lo que probablemente alguno de
los sistemas que portaban podria estar participando en la eliminacion del
antibiotico. Se observdé que 9 cepas portaron a mexR Unicamente y mostraron
disminuir la CMI de imipenem en presencia de PABN, por lo que se plantea que el
sistema MexAB-OprM podria estar involucrado en la eliminacidon de este
antibiotico. En un estudio similar, realizado por Kao et al., 2016, realizaron la CMI
de imipenem de cepas de P. aeruginosa en presencia y ausencia de PABN, y
mostraron que la CMI disminuia cuando el inhibidor estaba presente, por lo tanto,
infirieron la participacion de estos sistemas en la resistencia a imipenem, sin
embargo, no determinaron que bomba de expulsién estaba presente en la

bacteria.

El regulador mexT fue encontrado en 13 cepas que no expresaron la porina
OprD, donde se observd que en 11 cepas tuvo influencia el inhibidor de bombas
de expulsién: en 4 cepas se observo la disminucién de la CMI de meropenem y en
7 cepas para meropenem e imipenem en presencia de PABN, lo que supone que
la participacion de este regulador tenga efecto sobre la expresién de la porina,
como describio Lister, 2009, que la sobreexpresion del sistema MexEF-OprN,
puede reprimir al gen oprD impidiendo su expresion. Cabe mencionar, que la
pérdida de la porina en conjunto con la participacion de bombas de expulsion
podria ser la causa de los valores altos de CMI (64 pg/mL a >512 pg/mL) para

imipenem que mostraron estas cepas.

En este estudio, se observaron cepas que mostraban una CMI elevada para
carbapenémicos y que no podia ser del todo explicada con los mecanismos de

resistencia ya mencionados, por lo que fueron seleccionadas 10 cepas de P.
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aeruginosa con base a la CMI de meropenem que presentaron, para investigar la
presencia de mecanismos estructurales que pudieran estar participando en la
resistencia hacia estos antibioticos, como fue la cuantificacion de biofiim y la

produccioén de alginato.

Friedman y Kolter en 2004, mencionan que P. aeruginosa tiene la capacidad
de formar distintos tipos de biofilm dependiendo del medio en que se encuentre,
entre estas se encuentra el biofilm aéreo, formado en la interfaz aire-liquido, y el
biofilm estatico, formado en superficies soélidas, por lo cual en este estudio se
realizo la cuantificacion de ambos tipos de biofilm para obtener la formacién de

biofilm total.

En comparacion con la formacion de biofilm de la cepa PAOL, las 10 cepas
de P. aeruginosa fueron mayor productoras de biofilm, debido a que estas cepas
fueron aislados clinicos, probablemente, se esté presentando como respuesta al
estrés causado por la respuesta inmune de los pacientes, ademas, en algunas de
ellas se observd una variacion en la formacion de biofilm en las diferentes
concentraciones de meropenem probadas; sin embargo, al no ser cambios
significativos en la formacion de biofilm, no pudo relacionarse como un mecanismo
de resistencia a meropenem. Unicamente la cepa PE58 mostr6 un aumento en la
formacion de biofilm en presencia del antibiético a la concentracion de 16 pg/mL,
por lo que se sugiere que en esta cepa el biofilm pudiera estar contribuyendo en la
resistencia a meropenem, aunque su papel principal es la proteccion contra la
respuesta inmune (Mauch et al.,, 2018). Previamente se ha estudiado en cepas
clinicas de P. aeruginosa, aisladas de oido, que la presencia de los antibiéticos
amoxicilina y cefotaxima promueven la formacion de biofilm, en comparacion con
el biofilm formado en ausencia del antibiético (Aka & Haji, 2015). Un dato
interesante fue que la cepa PE55 mostré una disminucion en la formacion de
biofilm en presencia de meropenem, al igual que las cepas PE93 y PE96 a las
concentraciones de 16 y 32 ug/mL, respectivamente. Un evento semejante al

observado en este estudio fue el reportado por Aka & Haji en 2015, en donde ellos
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observaron una disminucién de la formacion de biofilm, pero en presencia de

ciprofloxacina.

El biofilm promueve la persistencia de las cepas de P. aeruginosa,
principalmente en los sitios anatdmicos donde es mas favorable la formacién de
biofilm, como en pulmones de pacientes cursando enfermedades como fibrosis
quistica o EPOC, y en vias urinarias, cuando la infeccion es recurrente (Alav et al.,
2018; Maharjan et al., 2018); sin embargo, en este estudio no se observé esta
relacion, posiblemente por tratarse de IAAS y no tratarse de infecciones
persistentes en los pacientes. La cepa que mostré una mayor formacion de biofilm
fue la cepa PES58, la cual provenia de una herida (absceso), aunque se conoce
que P. aeruginosa es capaz de causar este tipo de infeccién, no hay estudios

donde se relacione este sitio de aislamiento con la formacién de biofilm.

Por otra parte, a las 10 cepas mencionadas también se les cuantifico la
produccién de alginato a distintas concentraciones de meropenem. La cepa PE19
mostré un aumenté en la producciéon de este exopolisacarido a la concentracion de
16 pg/mL, por lo que podria contribuir como mecanismo de resistencia hacia
meropenem, como fue previamente reportado por Nepomuceno en 2015, donde
observé que en 3 cepas, habia un aumento de la produccion de alginato en
presencia de meropenem. En el resto de las cepas no se mostré una variacién
significativa en la produccién de alginato a las distintas concentraciones de
antibiotico probadas, por lo que en este caso el alginato no se podria relacionar
con la resistencia a meropenem; y seria interesante realizar el mismo experimento

pero en presencia de imipenem.

Las cepas donde se observé una mayor produccion de este exopolisacarido
fueron PE19 y PE29, las cuales provenian de hemocultivo y secrecion de herida,
respectivamente, sin embargo, no se ha reportado el papel que tiene el alginato en
estos sitios de aislamiento, por lo que seria importante continuar con el estudio de
cepas provenientes de IAAS, ya que la presencia de este exopolisacéarido
contribuye a la persistencia de las infecciones causadas por P. aeruginosa. Esta

caracteristica unicamente se ha estudiado en pacientes con fibrosis quistica, y se
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asocia con otras complicaciones derivadas de la infeccién, como dafio tisular y

pérdida de la funcion pulmonar (Rau et al., 2010; Hgiby et al., 2017).

Puesto que la cuantificacion de biofilm y la produccién de alginato fueron
realizados con un numero pequefio de cepas de P. aeruginosa, no se descarta la
participacion de los mecanismos estructurales en la resistencia hacia
carbapenémicos, y se sugiere se continle con su investigacion. Ademas del
alginato, seria interesante cuantificar el resto de los componentes presentes en el
biofilm, como los exopolisacaridos Psl y Pel, y su relacién con la resistencia a los

carbapenémicos.

9. CONCLUSION

Se encontré que el mecanismo de resistencia para imipenem fue la pérdida
de la porina OprD en conjunto con bombas de expulsion. La resistencia a
meropenem se atribuy6 principalmente al sistema MexAB-OprM. Ademas, en dos
cepas se observo la participacion de mecanismos estructurales (biofilm y alginato)

gue pudieran estar contribuyendo en la resistencia a meropenem.

Este estudio mostr6 la importancia de investigar diferentes mecanismos de
resistencia en cepas de P. aeruginosa no portadoras de carbapenemasas, debido
a que contribuye a la baja efectividad del tratamiento y a la persistencia de la

bacteria en el ambiente hospitalario, por la complejidad de su activacion.
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10. PERSPECTIVAS

Continuar con el estudio de las 6 cepas de P. aeruginosa que
expresaron a la proteina OprD en un peso mayor a 50 kDa, mediante

la secuenciacion del gen y RT-PCR cuantitativa.

Investigar la participacion de la sobreexpresion de AmpC en la

resistencia hacia carbapenémicos.

Realizar RT-PCR cuantitativa de los reguladores mexR, nfxB, mexT y
mexZ en presencia de imipenem para conocer la participacion de las

bombas de expulsion en la eliminacion de este antibiético.

Cuantificar la formacién de biofilm en presencia de imipenem,

aminoglucésidos y quinolonas.

Cuantificar la produccion de otros componentes en el biofilm: como Psl
y Pel, ademéas del alginato, que pudieran estar participando como

mecanismo estructural en la resistencia a carbapenémicos.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Tabla con 21 cepas de P. aeruginosa, previamente estudiadas por Lépez A. en 2019

Numero de Deteccion de
Fenotipo Genotipo

cepa la proteina OprD
PE18 PIP, IPM, MEM blaoxa-2 -
PE19 TIM, CAZ, FEP, IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, NOR blaoxa-2 -
PE24 IPM, MEM, blaoxa-2 -
PE26 PIP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, NOR blaces-2, blaoxa-2 No expreso
PE28 IPM, MEM Ninguno -
PE29 PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, NOR blaces-26, blaoxa-2 -
PE30 CAZ, FEP, IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, NOR blaces-2, blaoxa-2 No expreso
PE47 PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, NOR blaces-26, blaoxa-2 -
PES3 TIM, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, NOR blaces-2, blaoxa-2 No expreso
PESS5 PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, NOR blaces-19 -
PES8 PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, NOR blaces-19, blaoxa-2 -
PEG60 PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, NOR blaces-20 No expreso
PEG65 TIM, IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, NOR blaces-2, blaoxa-2 No expreso
PE67 IPM, MEM, CIP, NOR blaoxa-2 -
PEG8 PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, NOR blaces-26, blaoxa-2 -
PE76 PIP, TIM, CAZ, IPM, MEM Ninguno No expreso6
PE86 PIP, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, NOR blaces-26, blaoxa-2 -
PE87 PIP, TIM, CAZ, FEP, IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, NOR blaces-2, blaoxa-2 No expreso
PE90 PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, NOR blaces-2, blaoxa-2 No expreso
PE93 TIM, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, NOR Ninguno -
PE96 PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, NOR blaces-19, blaoxa-2 -




Anexo 2. Caracteristicas de las 44 cepas de P. aeruginosa presentes en este estudio

: Genes CMI (pg/mL)
5 Genotipo .
Ndmero . : : Deteccion de la reguladores de
Fenotipo de resistencia de 5 MEM IPM
de cepa : : proteina OprD bombas de
resistencia » (MEM+PABN) | (IPM+PABN)
expulsiéon
Expresion OprD
PE18 PIP, IPM, MEM blaoxa-2 mexR, mexZ 8 (8) 128 (32)
(mayor a 50kDa)
TIM, CAZ, FEP, IPM, MEM, GM, NN, AN, Expresion OprD
PE19 blaoxa-2 mexR, nfxB, mexZ 128 (128) 2048 (512)
CIP, NOR (mayor a 50kDa)
PE24 IPM, MEM blaoxa-2 No expreso mexR 32 (32) 128 (128)
PIP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, GM, NN, blaces-2,
PE26 No expreso mexR, mexT, mexZ 8 (4) 128 (64)
AN, CIP, NOR blaoxa-2
PE28 IPM, MEM Ninguno No expreso mexR 32 (32) 64 (32)
PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, blaces-2s, Expresion OprD
PE29 mexR, nfxB, mexT 64 (64) 64 (32)
GM, NN, AN, CIP, NOR blaoxa-2 (mayor a 50kDa)
CAZ, FEP, IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, blaces-2, |
PE30 No expreso mexR, mexT, mexZ 32 (32) 256 (256)
NOR blaoxa-2
PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, blaces-2s,
PE47 No expreso6 mexR, mexT, mexZ 256 (128) 128 (32)
GM, NN, AN, CIP, NOR blaoxa-2
TIM, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, GM, NN, blaces-2,
PES53 No expreso6 mexR, mexT, mexZ 128 (32) 256 (256)
AN, CIP, NOR blaoxa-2
PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM,
PE5S5 blaces-19 No expreso mexR, mexT, mexZ 256 (128) 128 (32)
GM, NN, AN, CIP, NOR




PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM,

blaces-19,

PE58 No expreso6 mexR, mexT, mexZ 256 (128) 128 (32)
GM, NN, AN, CIP, NOR blaoxa-2
PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM,
PE60 blaces-20 No expreso mexR 256 (128) 256 (128)
GM, NN, AN, CIP, NOR
blaces-2, i
PEGS TIM, IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, NOR b No expreso mexR, mexT, mexZ 32 (16) 64 (64)
AOXA-2
PEG67 IPM, MEM, CIP, NOR blaoxa-2 No expreso mexR, mexT, mexZ 32 (2) 64 (64)
PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, blaces-2s, Expresion OprD
PE68 mexR, nfxB 128 (16) 128 (128)
GM, NN, AN, CIP, NOR blaoxa-2 (mayor a 50kDa)
PE76 PIP, TIM, CAZ, IPM, MEM Ninguno No expreso mexR 32 (16) 64 (64)
PIP, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, GM, blaces-2s, Expresion OprD
PE86 mexR, mexT, mexZ 128 (32) 256 (256)
NN, AN, CIP, NOR blaoxa-2 (50kDa)
PIP, TIM, CAZ, FEP, IPM, MEM, GM, NN, blaces-2, i mexR, nfxB, mexT,
PE87 No expreso 64 (32) 256 (128)
AN, CIP, NOR blaoxa-2 mexZ
PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, blaces-2, i
PE90 No expreso mexR, nfxB, mexT 32 (32) 64 (256)
GM, NN, AN, CIP, NOR blaoxa-2
TIM, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, GM, NN, ) Expresion OprD
PE93 Ninguno mexR, nfxB, mexT >512 (>512) >512 (>512)
AN, CIP, NOR (mayor a 50kDa)
PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, blaces-19, Expresion OprD
PE96 mexR 128 (128) 256 (256)
GM, NN, AN, CIP, NOR blaoxa-2 (mayor a 50kDa)
PIP, TIM, IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, blaces,
PE101 No expreso mexR, mexT, mexZ 32 (8) 128 (64)
NOR blaoxa-2
PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, blaces,
PE127 No expreso6 mexR 512 (8) 512 (512)
GM, NN, AN, CIP, NOR blaoxa-2
PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, Expresion OprD mexR, nfxB, mexT,
PE143 blaces 128 (32) 64 (64)

GM, NN, AN, CIP, NOR

(50kDa)

mexZ




blaces,

PE145 TIM, IPM, MEM, GM, NN, CIP, NOR b No expreso mexR, mexT, mexZ 32 (8) 512 (512)
AOXA-2
PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, blaces,
PE147 No expreso6 mexR 256 (8) >512 (>512)
GM, NN, AN, CIP, NOR blaoxa-2
PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, blaces, i
PE149 No expreso mexR 256 (8) 512 (512)
GM, NN, AN, CIP, NOR blaoxa-2
TIM, CAZ, IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, blaces, Expresion OprD
PE154 mexR, mexT 32 (8) 256 (128)
NOR blaoxa-2 (50kDa)
PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, blaces,
PE159 No expreso mexR 256 (4) 256 (32)
GM, NN, AN, CIP, NOR blaoxa-2
PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, ]
PE160 blaoxa-2 No expreso mexR 512 (4) 512 (512)
GM, NN, AN, CIP, NOR
PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, blaces, i
PE168 No expreso mexR 256 (32) 512 (256)
GM, NN, AN, CIP, NOR blaoxa-2
PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, blaces,
PE174 No expreso mexR 256 (8) >512 (>512)
GM, NN, AN, CIP, NOR blaoxa-2
blages, Expresion OprD
PE179 TIM, ATM, IPM, MEM, GM, NN, CIP, NOR mexR 64 (8) 64 (32)
blaoxa-2 (50kDa)
PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, 3
PE187 blaces No expreso6 mexR 256 (32) 256 (64)
GM, NN, AN, CIP, NOR
PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, blaces,
PE189 No expreso6 mexR 256 (8) 256 (32)
GM, NN, AN, CIP, NOR blaoxa-2
TIM, TZP, CAZ, ATM, IPM, MEM, GM, NN, blaces, Expresion OprD mexR, nfxB, mexT,
PE194 64 (64) 64 (64)
CIP, NOR blaoxa-2 (50kDa) mexZ
blaces, Expresion OprD
PE195 TIM, IPM, MEM, GM, NN, CIP, NOR mexR 64 (8) 128 (128)
blaoxa-2 (50kDa)




PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM,

blaces,

PE196 No expreso6 mexR 256 (4) 512 (64)
GM, NN, AN, CIP, NOR blaoxa-2
TIM, FEP, ATM, IPM, MEM, GM, NN, AN, blaces,
PE198 No expreso6 mexR, mexT, mexZ 128 (32) 256 (128)
CIP, NOR blaoxa-2
PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, blaces, Expresion OprD
PE204 mexR, mexT 256 256
GM, NN, AN, CIP, NOR blaoxa-2 (50kDa)
TIM, CAZ, IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, blaces, Expresion OprD
PE205 mexR, mexT 64 (64) 256 (128)
NOR blaoxa-2 (50kDa)
blaces, Expresion OprD
PE208 IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, NOR mexR, mexT, mexZ 16 (16) 64 (64)
blaoxa-2 (50kDa)
PIP, TIM, TZP, CAZ, FEP, ATM, IPM, MEM, blaces, Expresion OprD
PE213 mexR 512 (16) 512 (256)
GM, NN, AN, CIP, NOR blaoxa-2 (50kDa)
PIP, TIM, IPM, MEM, GM, NN, AN, CIP, blaces, Expresion OprD
PE217 mexR, mexT, mexZ 32 (16) 64 (64)
NOR blaoxa-2 (50kDa)




PE19-OprD
PAO1-OprD

PE19-OprD
PAO1-OprD

PE19-OprD
PAO1-OprD

PE19-OprD
PAO1-OprD

PE19-OprD
PAO1-OprD
PE19-OprD

PAO1-OprD

PE19-OprD
PAO1-OprD

PE19-OprD
PAO1-OprD

PE19-OprD
PAO1-OprD

PE19-OprD
PAO1-OprD

PE19-OprD
PAO1-OprD

PE19-OprD
PAO1-OprD

PE19-OprD
PAO1-OprD

PE19-OprD
PAO1-OprD

PE19-OprD
PAO1-OprD

PE19-OprD
PAO1-OprD

PE19-OprD
PAO1-OprD

PE19-OprD
PAO1-OprD

ATGAAAGTGATGAAGTGGAGCGCCG-TTGACTGGCGGTTTCCGCAGGTAGCACTCAGTTC
ATGAAAGTGATGAAGTGGAGCGCCATTGCACTGGCGGTTTCCGCAGGTAGCACTCAGTTC

ER R R R R R R * R R R R R R R R

GCCGTGGCCGAA-TTTTCGTCACCGATCAGGCCGATTCGAAGGGGCTCATCGAAGCCTGC
GCCGTGGCCGACGCATTCGTCAGCGATCAGGCCGAAGCGAAGGGGTTCATCGAAGACAGC

Kk Kk kK kK kK kK BRI KAk Ak Ak Ak k Kk hkkkkkk* * k%

CCCCTGACCTGTTTACTCCGCACCTACTTTTCCCACCGCGCCGGCAACGAATTGCGGGCT
AGCCTCGACCTGCTGCTCCGCAACTACTATTTCAACCGTGACGGCAAGAGCGGCAGCGGG

ER RS * Kk kkkkhkkhkk Khkkhkhkk Kk Kk KkAkkk Kk KkAkkk kK * ok

GATCGCGTCTATTGGACCCTTGACTTCTTCACCTCCTTCTAACCCTGTTTC---——————
GACCGCGTCGACTGGACCCAAGGCTTCCTCACCACCTATGAATCCGGCTTCACCCAAGGC

Kk Kkkkkk Kk KAk kkKkK Kk kkkk Kkkhkkkk Kk Kk * Kk kk ok kkk

AGCCGCGCCGGCGGCGCCGTGAAGGTGCGCATCTCCAAGACCATGCTGAAGTGGGGCGAG

————————— AGCAACGAGA---ACATAAACGGCCTGATCCGCCAGTACCTGCCCAAGGGC
ATGCAACCGACCGCCCCGGTCTTCGCCGCTGGCGGCAGCCGCCTGTTCCCGCAGACCGCG

* ok x % * ** * * kkkxxk Kk kk kKk Kk *x
ACGCAATTGTCGGTTTACAGCCAGGAG-——————————————— CAGTTGGATGCCATTGC
ACCGGCTTCCAGCTGCAGAGCAGCGAATTCGAAGGGCTCGACCTCGAGGCAGGCCACTTC
* % * % * ok x KkkK * % * ok Kk kkxx Kk K
CTAC---GAAGGGAACATCCGACCGCGCAAGCG——==———— CTTCAATTGGAAATGCCCG
ACCGAGGGCAAGGAGCCGACCACCGTCAAATCGCGTGGCGAACTCTATGCCACCTACGCA
* ok kxx K * kokokox K,k Kk K,k Kk * ok ox %

ATTGAGGTCA-TGACAGAGGTAGTGGCGTTGCAGCATGATGCACCTGCTTCAATCCAGTA
GGCGAGACCGCCAAGAGCGCCGATTTCATTGGGGGCCGCTACGCAATCACCGATAACCTC

* % % * * kk  *x * * Kk kk * * ok Kk ok * * k% *

ACCGT--GTTGCACTCAGCTTCTGCAACCGCCCATCTATCGCCAGTACTACCTGAACACC
AGCGCCTCCCTGTACGGCGCCGAACTCGAAGACATCTATCGCCAGTATTACCTGAACAGC

* kK * khkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkkkhkk khkkkkkkkkkx %

AACTACACCATCCCGCTGGCCTCCGATCAATCGCTGGGCTTCGACTTCAACATCTACCGC
AACTACACCATCCCACTGGCATCCGACCAATCGCTGGGCTTCGATTTCAACATCTACCGC

khkkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkkhkkhkhk hhkkhkkhkkhk hhkkhkkhkk hhkkhkkhkkhhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhk khkkkkkkkkhkkhkkkkkk

ACCACCGACGAAGGCAAGTCCAAGGCTGGCGACATCAGCAACACCACCTGTACCTGGCGG
ACAAACGATGAAGGCAAGGCCAAGGCCGGCGACATCAGCAACACCACTTGGTCCCTGGCG

kk ok kkk kkkkkkkkk kkkkkkk kkkkkkkkkkkkkkkkkkkk kK * % * *

CGCGAGACATCGTTATAGG - — == === === === = m e
GCAGCCTACACTCTGGATGCGCACACTTTCACCTTGGCCTACCAGAAGGTCCATGGCGAT

* * * *  *

GCTCGCTACGACCTGAACCTAGCCTCCTATGGCGTTCCCGGCCTGACTTTCATGGTCCGC

59
60

118
120

178
180

229
240

229
300

360

420

48
480

92
540

141
600

200
660

258
720

318
780

378
840

397
900

397
960

397
1020

397
1080

81



PE19-0prD s oo o 397

PAO1-OprD TATATCAATGGCAAGGACATCGATGGCACCAAGATGTCTGACAACAACGTCGGCTATAAG 1140
PE19-0prD s 397
PAO1-OprD AACTACGGCTACGGCGAGGATGGCAAGCACCACGAAACCAACCTCGAAGCCAAGTACGTG 1200
PE19-OprD =  —=—— - - oo oo 397
PAO1-OprD GTCCAGTCCGGTCCGGCCAAGGACCTGTCGTTCCGCATCCGCCAGGCCTGGCACCGTGCC 1260
PE19-OprD =  —=—— - - oo oo oo 397
PAO1-OprD AACGCCGACCAGGGCGAAGGCGACCAGAACGAGTTCCGCCTGATCGTCGACTATCCGCTG 1320
PE19-OprD = ——=————————— 397

PAO1-OprD TCGATCCTGTAA 1332

Anexo 3. Alineamiento de la secuencia nucleotidica del gen oprD de la cepa PE19
con la secuencia del gen oprD de PAO1. Secuenciacion realizada con los primers
OprDlong-Fy OprD-R.

PE18-OprD =  ————-——————— oo oo —————— AGCRACGAGRACATRARACGECCTGATCCGEC 30
I513594 TGCGEACCCACACAGCCCCTGECAGCGOGECAGCARCGAGAACATCAACGGCCTGATCCGC 900

e e e e e e i o e e e e v e e o e e o e o

PE1S-OpzD CAGTACCTGCCCALGGGECACGCAATTGTCGETITACAGCCAGGAGCAGTTGGATGCCATT S0
I513%54 CAGTACCTGCCCARGEGCACGEACTTGTICGEIGTACAGCCAGGAGCAGTTGGATGCCATT ged

Ak kR Rk R ok o R R R ok o ok ok o ok ok ol ok R o R Rl R o R R ok R ok ok o e ol o o ok o ol R o o ok

FE19-0OprD GCCTACGAAGGGARCATCCGACCGCGCARGCGCTTCAATTGGARAATGCCCGATTGAGGTC 150

151394 GCCTACGAARCTGARCATCCGACCGCGCARGCGCTICARTITGGARATGCCCGATTGAGGTC 1020
e LA AR AR L LR R L LEELEEEELEEEREEEELEEEEEEELELEEEEERELEELEES]

FE19-0OprD ATGACAGAGGTAGTGGCGTTGCAGCATGATGCACCTGCTTCAATCCAGTARCCGTIGTTGC 210

IS1394 ATGRACAGRAGTAGTGGCETTGCAGCATGATGCACCTGCTTCAATCCAGTARCCGTETTGEC 1080

e R e e e e o o o o e e e e e e e R e o R e R e

PE1S-0OprD ACTCAGCTICTGCRACCGCCCATCTATCGCCAGTACTACCTGARCACCARCTACRCCATC 270

151394 ACTCRAGCTTCTGCRRACCECC === = = e 1100
B o ol ol o el o el e

Anexo 4. Alineamiento de la secuencia nucleotidica del gen oprD de la cepa PE19
con la secuencia de insercion 1S1394. Secuenciacion realizada con el primer
OprD-R.



PE30-0prD
PAO1-0prD

PE30-0prD
PAODL-OprD

PE30-0prD
PRO1-OprD

PE30-0prD
PRO1-0prD

PE30-0prD
PZO01-0prD

PE30-0prD
PZO01-0prD

PE30-0prD
PAOL-0prD

PE30-0prD
PAOL-0prD

——————————————— EETOFAVADAFVEDRERKGFIEDSSLNLLLENYYFNREDZEEGR:
HMEVHEW SA TR L AV S AT P AV AN ARV ESDRERKGFIEDSSLDLLLEN Y YFNRDEESGESE

ki ek Sk Rk R kR R S -k R Rk Rk W &

DRV DT EF LT TYESGF T TV FEVDAFGYLELELDET SDETETENLEVHMNDEEERDDY
DRVWI QG LI TYESGFIOEIVEECVDAFGY LGLELDET SDETGTGNLEVHMNDEEPRDDY

e o o e e e e e o e e ke ke ok e o e o o e e e e e e e o e ke o e e e e e e e e e e e kel e o e e e e

SPAGGAVEVRI SETMLEWCEMO P TAPYFARCGESRLFPOTATCFOLOSSEFEGLDLERAGHE
SPAGGAVEVRI SETMLEWCEMOPTAPYFARCGESRLFPOTATCFOLOSSEFEGLDLERAGHE

e o o e e e e e o e e ke ke ok e o e o o e e e e e e e o e ke o e e e e e e e e e e e kel e o e e e e

TEGFEPTIVESRGELYATYAGOTAKSANFACCGRYATTDNLSA——————————————————
TEGFREPTIVESRGELY ATYAGETAKSANFICCGRYATTDNLEASLYGAELEDTYROYYLNS

EEE A A RS AR AR SRR AR R RS - AR SR E R Ekh AR S SRRk RS

Y INGED I DT RN S DN Gy KN Gy CEDGKHHE TN LEAR YWV O SGPAKDLSFRIRORWHER

——————————————————————— 207
NADQGEGDONEFRLIVDYPLEIL 443

45
ol

105
1210

1ek
180

23]
=]
-]

240

207
aod

207
el

207
420

Anexo 5. Alineamiento de la secuencia aminoacidica del gen oprD de la cepa

PE30, los cambios encontrados en la secuencia con respecto a PAO1 no

contribuyen a la resistencia a imipenem. Secuenciacion realizada con el primer

OprDlong-F.
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PE47-0OprD
PAO1-OprD

PE47-0OprD
PAO1-OprD

PE47-0prD
PAO1-OprD

PE47-0prD
PAO1-OprD

PE47-0OprD
PAO1-OprD

PE47-0OprD
PAO1-OprD

PE47-0OprD
PAO1-OprD

PE47-0OprD
PAO1-OprD

PE47-0OprD
PAO1-OprD

PE47-0OprD
PAO1-OprD

PE47-0prD
PAO1-OprD

PE47-0OprD
PAO1-OprD

PE47-0prD
PAO1-OprD

PE47-0prD
PAO1-OprD

PE47-0OprD
PAO1-OprD

PE47-0OprD
PAO1-OprD

PE47-0OprD
PAO1-OprD

PE47-0OprD
PAO1-OprD

———————————————————————————————————— GTTTCCGCAGGTAGCACTCAGTTC
ATGAAAGTGATGAAGTGGAGCGCCATTGCACTGGCGGTTTCCGCAGGTAGCACTCAGTTC

B R

GCCGTGGCCGACGCATTCGTCAGCGATCAGGCCGAAGCGAAGGGGTTCATCGAAGACAGC
GCCGTGGCCGACGCATTCGTCAGCGATCAGGCCGAAGCGAAGGGGTTCATCGAAGACAGC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A Ak Ak Ak Ak Ak kA k ko, kK%

AGCCTCGACCTGCTGCTCCGCAACTACTATTTCAACCGTGACGGCAAGAGCGGCAGCGGG
AGCCTCGACCTGCTGCTCCGCAACTACTATTTCAACCGTGACGGCAAGAGCGGCAGCGGG

E T R R

GACCGCGTCGACTGGACCCAAGGCTTCCTCACCACCTATGAATCCGGCTTCACCCAAGGC
GACCGCGTCGACTGGACCCAAGGCTTCCTCACCACCTATGAATCCGGCTTCACCCAAGGC

E R R R R

ACCGTGGGCTTCGGCGTCGATGCCTTCGGCTACCTCGGTCTGAAGCTCGACGGCACCTCG
ACTGTGGGCTTCGGCGTCGATGCCTTCGGCTACCTGGGCCTGAAGCTCGACGGCACCTCC

hhk Ak A A KA A A A A A A A A AN AR AR KAKA A AR KAKAK* *k hAh A A h AR A A AR KA KA KK KK

GACAAGAGCGGTACCGGCAACCTGCCGGTGATGAACGACGGCACGCCCCGTGACGACTAC
GACAAGACCGGCACCGGCAACCTGCCGGTGATGAACGACGGCAAGCCGCGCGATGACTAC

KAKKKAKAK KAk KAAKAKAKAKAAAAAKAKAAAAAAA A A K K A, Ak hh, *)kk K%k %%k * ),k k%%

AGCCGCGCCGGTGGCGCCGTGAAGGTACGCATCTCCAAGACCATGTTGAAGTGGGGCGAG
AGCCGCGCCGGCGGCGCCGTGAAGGTGCGCATCTCCAAGACCATGCTGAAGTGGGGCGAG

KAKKKAKAKAKAKAAKN KAAKAKAKAKAKAAAKAAKAAK, KAAKAAKAAAKAAA AR A, A, Ak kA A A A A A A A, kK

ATGCAGCCGACCGCTCCGGTCTTCGCCGCCGGCGGCAGCCGCCTGTTCCCGCAGACCGCG
ATGCAACCGACCGCCCCGGTCTTCGCCGCTGGCGGCAGCCGCCTGTTCCCGCAGACCGCG

KAKKAK KAAKAKAKAKAAKN KAAKAKAKAKAAKAAKAAKAAKN KA A AR AR AR AR AR AR AR AR A A AR AR A K KK

ACCGGCTTCCAACTGCAGAGCAGCGAACTCGAAGGGCTCGATC-—————===————————
ACCGGCTTCCAGCTGCAGAGCAGCGAATTCGAAGGGCTCGACCTCGAGGCAGGCCACTTC

KAKKKAKAKAKAKAA, K AKAAKAAAAKAK A KA, ), K hkkhkhkhkhhkhkkk k% *

AACTACACCATCCCACTGGCATCCGACCAATCGCTGGGCTTCGATTTCAACATCTACCGC

———————————————————————————————————————————————————— CGCCCGAG
ACARACGATGAAGGCAAGGCCAAGGCCGGCGACATCAGCAACACCACTTGGTCCCTGGCG

* K * K

GCATCCTTGCCAGTGCTCACTTCCACATGCATACCAGCGTCCTTGAGGGTG--~--TTAAC
GCAGCCTACACTCTGGATGCGCACACTTTCACCTTGGCCTACCAGAAGGTCCATGGCGAT

* kK kKK * * * * * kK Kk kK **x kx * * Kk Kk kK *

AACCGCATCA-——--—- AGGTGATCAAGCGCATGGCCTATGGATTTCGGGACTCGGAATAC
CAGCCGTTTGATTATATCGGCTTCGGCCGCAACGGCTCTGGCGCAGG--TGGCGACTCGA

*  x * * * * * kK k * kK k Kk kK * * *

TTCTTTCTGAAAATCAAGGCCGCCTTCCCCGGGAAAGCGCGATGAACCAGAAATCCTGGC
TTTTCCTCGCCAACTCTGTCCAGTACTCCGACTTCAACGGCCCTGGCGAGAAATCCTGGC

**x X * * * * k% * * * k% * Ak Ak Ak kK Kk Kk kKK

AGGCCCGCTACGACCTGAACCTCGCCTCCTATGGCGTTCCCGGCCTGACTTTCATGGTCC
AGGCTCGCTACGACCTGAACCTAGCCTCCTATGGCGTTCCCGGCCTGACTTTCATGGTCC

KA Ak AA A A A A A A A A A A A A A A, Ak Ak A A A A A A A Ak kA Ak Ak Ak kA Ak Ak Ak kA k ok ok kK&

24
60

84
120

144
180

204
240

264
300

324
360

384
420

444
480

487
540

600

660

720

780

840

64
900

118
958

178
1018

238
1078

84



PE47-0OprD GCTATATCAATGGCAAGGACATCGATGGCACCAAGATGTCTGACAACAACGTCGGCTATA 298
PAO1-OprD GCTATATCAATGGCAAGGACATCGATGGCACCAAGATGTCTGACAACAACGTCGGCTATA 1138

LR R RS SRS S SR SRS R SRR R SRR R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

PE47-0OprD AGAACTACGGCTACGGCGAGGACGGCAAGCACCACGAGACCAACCTGGAAGCCAAGTACG 358
PAO1-OprD AGAACTACGGCTACGGCGAGGATGGCAAGCACCACGAAACCAACCTCGAAGCCAAGTACG 1198

KA AAA A A A A A A A A A A AR A A A A A, Ak A A A A A A A A A A A, Ak hkhkhkhkhkk* Ak kA kk kK%

PE47-0OprD TGGTCCAGTCCGGTCCGGCCAAGGACCT G- === === === == === === —— oo 387
PAO1-OprD TGGTCCAGTCCGGTCCGGCCAAGGACCTGTCGTTCCGCATCCGCCAGGCCTGGCACCGTG 1258

ER R R R R R R R R R

PE4T7=0PID === o e e e e e e 387
PAO1-OprD CCAACGCCGACCAGGGCGAAGGCGACCAGAACGAGTTCCGCCTGATCGTCGACTATCCGC 1318

PE47-0prD  —————————————m 387
PAO1-OprD TGTCGATCCTGTAA 1332

Anexo 6. Alineamiento de la secuencia nucleotidica del gen oprD de la cepa PE47,
con la secuencia del gen oprD de PAOL. Secuenciacion realizada con el primer

OprDlong-Fy OprDlong-R

DEAT-0prD mmmmm e o CEC 3

I5peel CECCCEEGACACCEECCTCECECCECTACARCECTTCECTCECARCCTGOECARATACES 500
ks

DE47-OprD COGARECATCCTTECCACT BCTCACT TOCACATCCATACCAGCETCCTTEAGGETETTAR £3

I50=El CCGARCCATCCTOCCCACT SCCRACT TOCATATCOATACCACCETCCTTEACCEOCTORR 380

e e e e e e e e Ak Rk R R AR R e e

PEAT-0prD AR R T C A G T AT CR RO E CA TGO TAT CEATT TCGEEACT CGEARTACTTICTT 123
ISPacl CRR ORI R TR T e RO e TAT GO CTATGETTITC A TCGERRTROTTTTIT 1020

e e e e e e e o e e e e o e e e e e o e e o o e e e e e e e

PE4AT-0prD TCTERRARTCARGECCGOCTTCCCCGEEARMGOEOEATER RCCACARR TOCTEEEAGECTE 123
ISPacl CCTERRR AT AR TR TTO O C G AR RGO TR RCCTATTTTITEETCTCCCR 1080
e ke e e e e e o e e o e e o e e e e e e - - -
PE4AT-0prD CECTRCGRCCTGARCCT OO TCCTATCEOETTCCCEECCTGRACTI TCATGETCOECTAT 243
ISPakl GRRETCRECCCAGET CTTEEETACETCCGOECCT TTGAACECET COGTGOGATROECCRE 1140
LR L L o b * - L
PE4AT-0prD ATCRR TR R C TR TEEC RO CRR CATCT CTCACRRCR R OETCGECTATARGRRT 03
ISPacl CACCETEE—————————— AT TCATGTAGCCGRCECTEIATICGTCCTIGRGECT 1188
- = - - £l - B ok w
PE4AT-0OprD TRCEECTRCEECERGELCEECRR G CRC TR O CRCOCR R CCTEEARGC TR R ETRACETRETC ag3
ISPacl GICGEETATITGOCCEECATTEEGRATC R —————— ————— ———————————————— 1215

Anexo 7. Alineamiento de la secuencia nucleotidica del gen oprD de la cepa PE47
con respecto ala secuencia de insercion ISPa61 (familia ISL3). Secuenciacion

realizada con el primer OprDlong-R
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PE213-0OprD
PAO1-OprD

PE213-OprD
PAO1-OprD

PE213-OprD
PAO1-OprD

PE213-OprD
PAO1-OprD

PE213-OprD
PAO1-OprD

PE213-OprD
PAO1-OprD

PE213-OprD
PAO1-OprD

PE213-OprD
PAO1-OprD

PE213-OprD
PAO1-OprD

PE213-OprD
PAO1-OprD

PE213-OprD
PAO1-OprD

PE213-OprD
PAO1-OprD

PE213-OprD
PAO1-OprD

PE213-0OprD
PAO1-OprD

PE213-0OprD
PAO1-OprD

PE213-OprD
PAO1-OprD

GCAATCACAATGAAAGTGATGAAGTGGAGCGCCATTGCACTGGCGGTTTCCGCAGGTAGC
————————— ATGAAAGTGATGAAGTGGAGCGCCATTGCACTGGCGGTTTCCGCAGGTAGC

KA A K AR AR A AR A A A AR A A A A A A AN A A AR A A AR A AR A A A AR A A ARk ,x

ACTCAGTTCGCCGTGGCCGACGCATTCGTCAGCGATCAGGCCGAAGCGAAGGGGTTCATC
ACTCAGTTCGCCGTGGCCGACGCATTCGTCAGCGATCAGGCCGAAGCGAAGGGGTTCATC

KA AR AR AR A A A A AR AR A A A A AR AR A IR A A A A KNI AR A A A AR AR AR A A IR A AR A A ARk kK

GAAGACAGCAGCCTCGACCGAGGGTGTCCGAAATTTTGTGTAACCGGCTCATGAGCGACA
GAAGACAGCAGCCTCGACCTGCTGCTCCGCAACTACTATTTCAACCGTGACGGCAAGAGC

Kk hkkokkkhkkkkkkkhkkkkxk*k * * * kK * x k Kk x * * * K

CTGTCGCTGAGAACTGGAGACACCATGAACAAGACGCCCCACACCATTACCGACGA-——-
GGCAGCGGGGACCGCGTCGACTGGACCCAAGGCTTCCTCACCACCTATGAATCCGGCTTC

* ko kokok * * * ok kkkx K *

—-——-ACTGCTGGATCAGCTTCTGGCCAATTAT---—-———————————— CAGAAGCCTGAA

ACCCAAGGCACTGTGGGCTTCGGCGTCGATGCCTTCGGCTACCTGGGCCTGAAGCTCGAC
* kK Kk kkkkk Kk * Kk okkkkk Kk

GACTTGATCGGTACCGACGGCATCCTCAAGCAACTGACCAAGAAGTTGGTCGAGCGTGCG

GGCACCTCCGACAAGACCGGCACCGGCAACCTGCCGGTGATGAAC---GACGGCAAGCCG
* x *k ok kokkkk K kkKk Kk kK * Kok ok * Kok *

CTGGATGCCGAGCTGACCCACCACCTGGGCCACAACAAGCATCAGCCTGTCAGCAATTGG

CGCGATGACTAC---AGCCGCGC---CGGCGGCGCCGTGAAGGTGCGCATC-——=-=————
ko kkxk kK * kK K kkx ok ok Kk K * * ok

ATGGGCAACACCCGCAACGGTTTCAGCAAGAAGAAACTCAAGGGCGAGTTC———---———
———-TCCAAGACCATGCTGAAGTGGGGCGAGATGCAACCGACCGCCCCGGTCTTCGCCGCT

*kKk kxx * kk kkk Kk KKk Kk Kk K Kk Kxx
--GGTGAACTGCCCATCGAGGTACCGCGCGACCGGCATGGCACCT == == === ———— TC
GGCGGCAGCCGCCTGTTCCCGCAGACCGCGACCGGCTTCCAGCTGCAGAGCAGCGAATTC

* *x ok kk Kk * *  Kx KAk kkkkAhkKkkkk K * * K

GATCCGCAGATCATCGAGAAGCACCAGA--CCCGCTGGACGGGCTTCGACGA--—-CAAGA
GAAGGGCTCGACCTCGAGGCAGGCCACTTCACCGAGGGCAAGGAGCCGACCACCGTCAAA

* K * K * kkk kK * Kk Kk * Kk Kk * K * K Kk Kk kK Kk * K
TCCTTTCGCTGTATGCCCGCGGCATGACGGTGCGCGAGATCCAGGCGCAC——--TT—--—
TCGCGTGGCGAACTCTATGCCACCTACGCAGGCGAGACCGCCAAGAGCGCCGATTTCATT
* K * k% * * K * K * Kk Kk kX *khkKk Kk kk X * x

———————— GCAGGAAATG-——— === —— === —— =

*x ok kk Kk

ACCTTGGCCTACCAGAAGGTCCATGGCGATCAGCCGTTTGATTATATCGGCTTCGGCCGC

60
51

120
111

180
171

236
231

276
291

336
348

396
393

447
450

492
510

547
570

599
630

609
690

609
750

609
810

609
870

609
930



PE213-OprD
PAO1-OprD

PE213-OprD
PAO1-OprD

PE213-OprD
PAO1-OprD

PE213-OprD
PAO1-OprD

PE213-OprD
PAO1-OprD

PE213-OprD
PAO1-OprD

PE213-OprD
PAO1-OprD

Anexo 8. Alineamiento de la secuencia nucleotidica del gen oprD de la cepa

PE213, con la secuencia del gen oprD de PAOL. Secuenciacion realizada con el

TTCCGCATCCGCCAGGCCTGGCACCGTGCCAACGCCGACCAGGGCGAAGGCGACCAGAAC

—————————————————————————————————————————— 609
GAGTTCCGCCTGATCGTCGACTATCCGCTGTCGATCCTGTAA 1332

primer OprDlong-F.
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PE213-0prD
IZPalizB

DEZ213-0prD
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Anexo 9. Alineamiento de la secuencia nucleotidica del gen oprD de la cepa

PE213 con la secuencia de insercion ISPal328. Secuenciacion realizada con el
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