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RESUMEN

Introduccién: La resistencia a los carbapenémicos en Pseudomonas aeruginosa e€s una creciente
preocupacion mundial, sin embargo, los estudios que explican los mecanismos de resistencia
intrinsecos en México siguen siendo limitados. Este estudio tuvo como objetivo analizar el impacto
de la expresion de porinas y bombas de eflujo en la resistencia a los antibiéticos de Pseudomonas
aeruginosa en hospitales de México.

Metodologia: Se recolectaron 136 cepas clinicos de P. aeruginosa de centros hospitalarios en 16
estados de México entre 2021 y 2023. Se determind el perfil de susceptibilidad mediante el equipo
automatizado VITEK 2. La secuenciacion de genoma completo (WGS) se llevé a cabo utilizando
la tecnologia Illumina NovaSeq. Los analisis bioinformaticos se realizaron a través diversas de
herramientas especializadas. Se evalué la cinética de crecimiento en tres condiciones (sin
antibidtico, imipenem y meropenem) y se cuantificé la expresion génica de oprD, mexA, mexC,
mexE'y mexY por qQPCR en cepas seleccionadas.

Resultados: El analisis filogenético revel6 que las cepas se agruparon en los tres grupos
filogenéticos de P. aeruginosa: PAO1, PA14 y PA7. La ST309 (n=29) fue el linaje predominante
en las cepas de estudio. Se identificaron cepas con genes que codifican carbapenemasas (blavim
16%, blaces 19% y blamp 11%). E1 75% de las cepas de estudio tenian mutaciones potencialmente
inactivantes en el gen oprD. En presencia de antibidticos, las cepas con genes que codifican
carbapenemasas presentaron una fase lag mas corta en comparaciéon con aquellas que no los
portaban. La expresion de mexA fue mayor en el filogrupo PAO1 (mediana log2FoldChange =
1.5017 ) que en el filogrupo PA14 (mediana log2FoldChange = -5.8659) (p = 0.0136).
Conclusion: Existen tres principales filogrupos de P. aeruginosa (PAO1, PA14 y PA7) y
predominancia del linaje ST309 en hospitales de México. La alta frecuencia de mutaciones
potencialmente inactivantes en el gen oprD (75%) sugiere que la pérdida de esta porina es un
mecanismo clave de resistencia intrinseca, particularmente en cepas que no portan genes de
carbapenemasas. La expresion diferencial de mexA entre los filogrupos indica que el linaje

genético de P. aeruginosa influye en la expresion/de bombas de eflujo, contribuyendo a la

variabilidad fenotipica observada. @ Cz&;)
/
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ABSTRACT

Introduction: Carbapenem resistance in Pseudomonas aeruginosa is an increasing global
concern; however, studies addressing intrinsic resistance mechanisms in Mexico remain limited.
This study aimed to analyze the impact of porin and efflux pump gene expression on antibiotic
resistance in P. aeruginosa isolated from hospitals in Mexico.

Methodology: A total of 136 clinical isolates of P. aeruginosa were collected from hospitals in
16 Mexican states between 2021 and 2023. Antimicrobial susceptibility profiles were determined
using the automated VITEK 2 system. Whole genome sequencing (WGS) was performed using
Illumina NovaSeq technology. Bioinformatic analyses were conducted using specialized tools.
Growth kinetics were evaluated under three conditions (no antibiotic, imipenem, and meropenem),
and gene expression of oprD, mexA, mexC, mexE, and mexY was quantified by qPCR in selected
strains.

Results: Phylogenetic analysis revealed that strains clustered into the three major P. aeruginosa
phylogroups: PAOI, PA14, and PA7. ST309 (n=29) was the most prevalent lineage.
Carbapenemase genes were detected in several strains (blaVIM 16%, blaGES 19%, blaIMP 11%).
Additionally, 75% of isolates harbored potentially inactivating mutations in oprD. In the presence
of antibiotics, strains carrying carbapenemase genes exhibited a shorter lag phase compared to
non-carbapenemase-producing strains. mexA expression was higher in the PAOI phylogroup
(median log:FoldChange = 1.5017) than in PA14 (median log2FoldChange =-5.8659; p = 0.0136).
Conclusion: There are three main phylogroups of Pseudomonas aeruginosa (PAO1, PA14, and
PA7), with a predominance of the ST309 lineage in hospitals across Mexico. The high frequency
of potentially inactivating mutations in the oprD gene (75%) suggests that the loss of this porin is
a key mechanism of intrinsic resistance, particularly in strains that do not carry carbapenemase
genes. The differential expression of mexA among phylogroups indicates that the genetic

background of P. aeruginosa influences efflux pump expression, contributing to the phenotypic

variability observed.

ey)
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1. INTRODUCCION

1.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa con capacidad de infectar distintos
hospedadores, incluido el humano. Posee un genoma relativamente grande (5.5-7 Mb) que codifica
un amplio rango de genes reguladores, factores de virulencia y versatilidad metabdlica para
adaptarse a distintos entornos, lo que contribuye a su propagacion en ambientes variados como
agua, suelo o animales (1). Es un patdégeno oportunista relevante ya que puede causar infecciones

asociadas a la atencion de la salud (2).

1.2 Resistencia antimicrobiana

Una de las principales preocupaciones en salud global en el siglo XXI es la resistencia
antimicrobiana, definida como la capacidad de las bacterias para resistir los efectos de los
antibidticos. (3). En el afio 2019, se estim6 que aproximadamente 1.27 millones de muertes a nivel
mundial fueron a infecciones causadas por patogenos resistentes a antibioticos. Este incremento
en la resistencia bacteriana se ha asociado, en parte, a la presion selectiva ejercida por el uso

indiscriminado de antimicrobianos en humanos y animales. (4).

Recientemente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) identifico y clasificod bacterias
patogenas prioritarias resistentes a antibioticos en grupos, segun la urgencia de la necesidad de
desarrollar nuevos farmacos. El grupo catalogado como prioridad alta incluye patdogenos

multifarmacorresistentes, entre los cuales se incluye P. aeruginosa resistente a carbapenémicos

(5).

Los carbapenémicos son uno de los grupos de antibidticos mas efectivos para el tratamiento de
infecciones por bacilos Gram-negativos. Estos antibidticos son de amplio espectro y son
comunmente utilizados para el tratamiento de infecciones por cepas multifarmacorresistentes, por
ello, el incremento de la resistencia a este grupo de antibidticos representa una preocupacion
creciente a nivel global, especialmente en el ambito clinico donde limita significativamente laas

opciones terapéuticas disponibles (6).



1.3 Mecanismos de resistencia

Los mecanismos de resistencia a los antibidticos pueden ser intrinsecos, adquiridos o adaptativos.

a)

b)

Los mecanismos de resistencia intrinsecos son aquellos inherentes a la estructura y
fisiologia de las bacterias, como la impermeabilidad de la membrana o bombas de eflujo
que eflujo. En P. aeruginosa, la resistencia intrinseca a los antibidticos puede darse por
diversos mecanismos, tales como la actividad de enzimas que inactivan o modifican a los
antibidticos, alteracion en la expresion de porinas de la membrana externa y el aumento en
la expresion de las bombas de eflujo. Cada tipo de mecanismo o la combinacion de éstos,
puede resultar en un distinto patron de resistencia y tener diferente distribucion por

regiones geograficas (7).

Los mecanismos adquiridos surgen de la adquisicion de genes de resistencia por
transferencia horizontal o como consecuencia de la seleccion de mutaciones ventajosas
para la supervivencia de la bacteria. En P. aeruginosa, se ha descrito la transferencia
horizontal de genes a través de elementos genéticos moviles que codifican para enzimas

que inactivan a diversas clases de antibioticos, como aminoglucdsidos y B-lactamicos (7).

Los mecanismos adaptativos son respuestas dindmicas por estimulos ambientales que
involucran cambios fenotipicos reversibles una vez que el estimulo es removido del
ambiente. En P. aeruginosa, uno de los mecanismos adaptativos mds estudiados es la
formacion de biofilm, que le confiere la capacidad de resistir condiciones adversas,
incluyendo la exposiciéon a antibidticos y la respuesta inmunitaria del hospedero. La
formacion de biofilm esta regulado por sefiales ambientales, sistemas de regulacion global

y quorum sensing (7, 8).



1.3.1 Carbapenemasas

Las carbapenemasas son enzimas [-lactamasas que hidrolizan de manera eficiente los
carbapenémicos. De acuerdo con la clasificacion de Ambler, se catalogan como clase A,
denominadas serina B-lactamasas e incluyen KPC, IMI, SME, GES; clase B, denominadas metalo-
B-lactamasas e incluyen VIM, IMP, SIM, NDM vy clase D, denominadas oxacilinas e incluyen

OXA-23, OXA-24, OXA48-like, y OXA-58, entre otras. (9, 10).

Se ha detectado la presencia de carbapenemasas en P. aeruginosa a nivel global, especialmente en
Europa, Asiay América, y las de tipo VIM son las mas frecuentemente reportadas. Ademas, desde
hace aproximadamente diez afios, se han detectado cepas de P. aeruginosa productora de KPC en
varios paises de Asia y América. Las cepas que portan el gen blaxpc tienen un impacto clinico y
epidemiologico significativo, ya que se asocian con una alta resistencia no solo a B-lactamicos,
sino a otras clases de antibioticos y han sido identificadas en brotes de infecciones en entornos
hospitalarios, esto debido a que estas enzimas son, en su mayoria, codificadas por elementos
genéticos moviles, como plasmidos, integrones y casetes que favorecen su rapida diseminacion (6,

11).

1.3.2 Porinas

En P. aeruginosa, una gran variedad de porinas contribuye a regular la permeabilidad de la
membrana al formar canales de poro que permiten el paso selectivo de moléculas a través de la
membrana. Los distintos tipos de porinas se clasifican de acuerdo con su funcién, ya que pueden

ser no especificas, especificas, de compuerta y de eflujo.

a) Las porinas no especificas son responsables de la permeabilidad general de la membrana
externa al permitir el paso de moléculas pequefias, como iones y nutrientes, entre estas
porinas se encuentra OprF (12, 13).

b) Las porinas especificas transportan nutrientes como azucares, aminoacidos y péptidos.

Entre estas porinas se encuentran OprB, OprD, OprE, OprO y OprP (12, 13).



c) Las porinas de compuerta tienen la capacidad de abrir y cerrar su estructura de canal de
poro en respuesta a ciertas sefiales o condiciones ambientales lo que permite regular el paso
de moléculas a través de la membrana externa. Entre estas porinas se encuentran OprC y
OprH (12, 13).

d) Las porinas de eflujo se asocian con proteinas transportadoras y forman complejos
proteicos de eflujo para expulsar compuestos toxicos para la célula. Entre éstas, se incluyen

OprM, OprN y OprJ (12, 13).

Entre las porinas, OprD y las porinas de eflujo se han asociado a resistencia a carbapenémicos,
mientras que el resto de las porinas (OprB, OprE, OprC y OprH) no se ha asociado con mecanismos
directos de resistencia a los antibidticos, aunque se sugiere que pudieran tener impacto indirecto
en la susceptibilidad a los antibidticos debido a su papel en la permeabilidad de la membrana, sin
embargo, su mecanismo es especifico para diversos compuestos como aztcares, moléculas de

oxigeno, aniones, entre otros elementos (14, 15).

1.3.2.1 OprD

La membrana de P. aeruginosa es altamente restrictiva debido a la presencia de porinas en la
membrana. Una de estas porinas, relevante en el mecanismo de resistencia es OprD, que
desempefia una funcién crucial en el transporte de compuestos especificos, tales como
aminoacidos, péptidos pequefios y carbapenémicos hacia dentro de la célula. Por consiguiente, la
pérdida o mutacion de OprD reduce la entrada de diversas moléculas a la célula bacteriana,
incluidos los carbapenémicos, lo cual contribuye a la resistencia de esta clase de antibidticos. OprD
posee dominios de unién especificos para los carbapenémicos, localizados en los bucles 2, 3 y 7.
Estas regiones forman dos zonas funcionales de reconocimiento: “bolsillo de unién” y “escalera
basica”, las cuales estan compuestas por residuos de arginina que favorece la uniéon a moléculas
cargados positivas, como los carbapenémicos, facilitando su transporte a través de la membrana

(Figura 1). (16-18).



Figura 1. Sitios de union de OprD. En rojo: Bolsillo de union; En azul: Escalera basica de arginina
L2: Bucle 2; L3: Bucle 3; L7: Bucle 7. Imagen obtenida de Samanta, S., Scorciapino, M. A., &
Ceccarelli, M. (2015). Molecular basis of substrate translocation through the outer membrane
channel OprD of Pseudomonas aeruginosa. Physical Chemistry Chemical Physics, 17(37),
23867-23876. doi:10.1039/c5¢cp02844b.

1.3.2.2 Porinas de eflujo

OprM, OprN y Opr] forman canales que facilitan la expulsion de antibidticos a través de la
membrana externa, como parte del sistema de bombas de eflujo. Un incremento en su expresion

estd asociado a un aumento en la resistencia a los antibidticos (19).



1.3.3 Bombas de eflujo

Las bombas de eflujo en P. aeruginosa son fundamentales para expulsar compuestos toxicos,
incluidos antibidticos fuera de la célula. Entre las bombas de eflujo, son de relevancia las bombas
de la familia de resistencia-nodulacion-division (RND). A este grupo se le denomina bombas de
eflujo de multiples farmacos (Mex), las cuales incluyen a MexAB-OprM, MexCD-OprJ y MexEF-
OprN y MexXY (20). Estas bombas de eflujo estan constituidas por complejos proteicos tripartitos

formados por tres proteinas diferentes:

a) una proteina adaptadora periplasmica, conocida como proteina de fusién de la membrana
periplasmica (PMFP), como MexA, MexX, MexC o MexE.

b) un transportador RND, como MexB, MexY, MexD o MexF.

c) un factor de membrana externa formador de canales (OMF), como OprM, OprJ o OprN

21).

OMF
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Figura 2. Bombas de eflujo del grupo de resistencia-nodulacion-division (RND) de P. aeruginosa.
Imagen obtenida de: Andre Bittencourt, et al. Role of efflux pumps on antimicrobial resistance in

Pseudomonas aeruginosa. Int J molec sci, 2022. https://doi.org/10.3390/ijms232415779.



Las bombas de eflujo son importantes en el desarrollo de la resistencia a multiples farmacos en
bacterias y su sobreexpresion esta asociada con la resistencia de P. aeruginosa a la mayoria de los

farmacos y puede potencialmente reducir la eficacia de nuevas clases de farmacos (22).

1.3.3.1 MexAB-OprM

La bomba MexAB-OprM es una de las més estudiadas y se considera uno de los principales
factores que contribuyen a la resistencia a los antibioticos. Esta bomba tiene amplio espectro de
accion ya que expulsa distintas clases de farmacos, como B-lactdmicos y fluoroquinolonas. Su
mecanismo de accion se activa cuando la concentracion del farmaco aumenta en su proximidad lo
que induce un cambio conformacional en MexB y expulsar moléculas activas hacia un tinel
formado por MexA y OprM a través del periplasma y la membrana externa (23, 24). La
sobreexpresion de MexAB-OprM, inducidad por mutaciones en el regulador transcripcional
MexR, se asocia a un alto nivel de resistencia. En cepas productoras de carbapenemasas se observa

una mayor expresion de esta bomba, lo que contribuye a su resistencia a los carbapenémicos (21).

1.3.3.2 MexCD-OprJ

Otra bomba de eflujo relevante en la resistencia a antibidticos es MexCD-OprlJ. En condiciones
sin estimulo, esta bomba permanece inactiva o con niveles de expresion bajos, por lo que no
contribuye a la resistencia intrinseca de P. aeruginosa, sin embargo, la sobreexpresion de esta
bomba se asocia a reduccion en la susceptibilidad a fluoroquinolonas. Aunque esta bomba no es
el principal mecanismo de resistencia para -lactdmicos, su sobreexpresion puede tener un impacto
adicional en la resistencia cuando se combina con otras bombas de eflujo y mecanismos de

resistencia (25).

1.3.3.3. MexEF-OprN

La bomba MexEF-OprN se encuentra inactiva o expresada a niveles basales en P. aeruginosa. Su
sobreexpresion esta asociada con una reduccion en la expresion de la porina OprD, debido a que

el activador transcripcional MexT de MexEF-OprN actia como represor transcripcional de oprD.



Como resultado, las cepas que sobreexpresan MexEF-OprN pueden presentar resistencia a

antibioticos que no son expulsados por esta bomba de eflujo, como los carbapenémicos (20, 26).

1.3.3.4. MexXY

La bomba de eflujo MexXY estd compuesta por la PMFP MexX y el RNDt MexY, los cuales junto
con OprM, forman un complejo tripartita funcional. Su sobreexpresion se asocia al incremento en

la resistencia a aminoglucésidos, B-lactaimicos y fluoroquinolonas (27).

Estos mecanismos de resistencia combinados contribuyen a la capacidad de P. aeruginosa para
resistir una amplia gama de antibidticos, lo que complica el tratamiento de las infecciones causadas

por esta bacteria (20).

1.4 Situacion actual de la resistencia a los antibioticos de P. aeruginosa

En entornos hospitalarios, se puede facilitar la transmision de cepas resistentes entre los pacientes
y el intercambio de genes de resistencia a los antibioticos, por lo que es esencial mantener una
vigilancia epidemioldgica adecuada sobre estas cepas y los mecanismos involucrados en su
resistencia (28). A nivel global, diversos estudios han reportado un incremento en la presencia de
cepas de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos portadoras de genes que codifican
carbapenemasas; sin embargo, se ha demostrado que multiples mecanismos de resistencia

coexisten en aislados clinicos de esta especie (29-31).

En México, estudios realizados por el grupo de trabajo de la Red Tematica de Investigacion y
Vigilancia de la Farmacorresistencia (INVIFAR) han reportado un incremento en la resistencia a
carbapenémicos en cepas clinicas de P. aeruginosa, asi como la presencia de genes que codifican
carbapenemasas en aislados clinicos de P. aeruginosa en centros hospitalarios. Asi mismo, se ha
observado una mayor frecuencia de resistencia antimicrobiana en pacientes hospitalizados en
Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), no obstante, en un porcentaje de aislados resistentes a
carbapenémicos no se encontraron genes que codificaran a carbapenemasas, sugiriendo resistencia

asociada a porinas y bombas de eflujo (32, 33).
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1.5 Secuenciacion como herramienta para el analisis de resistencia a los antibioticos

La secuenciaciéon de genoma completo (Whole Genome Sequencing, WGS) es una de las
principales herramientas para la genotipificacion de cepas, asi como para la realizacion de estudios
de gendmica comparativa y andlisis filogenéticos de cepas en brotes hospitalarios (34). Entre las
distintas plataformas disponibles, las técnicas de secuenciacion de Sanger y la ternologia Illumina
son las mas empleadas en investigaciones sobre resistencia bacteriana. Estas tecnologias permiten
identificar con alta precision mutaciones asociadas a resistencia a antibioticos y ofrecen una vision
integral de los mecanismos genéticos involucrados, lo que contribuye al monitoreo, control y

entendimiento de la farmacorresistencia (35).

a) La secuenciacion de Sanger se fundamenta en la sintesis de cadenas de ADN
complementarias mediante la incorporacion de desoxirribonucledtidos marcados con
fluoréforos. Estos nucledtidos permiten la deteccion de los fragmentos generados a través
de escaner de fluorescencia. Esta técnica ha sido ampliamente utilizada para la
identificacion de mutaciones puntuales en genes especificos asociados con los mecanismos

de resistencia en P. aeruginosa (35-37).

b) En contraste, la tecnologia Illumina utiliza la secuenciacion de nueva generacion (NGS)
basada en sintesis reversible. Este método consiste en la generacion de fragmentos de ADN
cortos que se secuencian de manera masiva y en paralelo sobre una superficie solida (38).
Su implementacion ha ampliado las capacidades de andlisis, permitiendo estudios de
distribucion clonal (39, 40) y la identificacion de variantes en genomas completos o en

multiples regiones gendmicas especificas de interés de esta misma especie (41, 42).
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2. JUSTIFICACION

La resistencia antimicrobiana es un problema de salud que amenaza la eficacia de los tratamientos

antibidticos y aumenta la mortalidad asociada a las infecciones bacterianas.

A nivel mundial, la frecuencia de infecciones causadas por cepas multifirmacorresistentes de P.

aeruginosa ha aumentado, lo que ha incrementado la carga sobre los sistemas de salud.

En P. aeruginosa se ha detectado la presencia de multiples mecanismos asociados a la resistencia
a los antibioticos, incluyendo la presencia de porinas y bombas de eflujo, por lo que es relevante
investigar, ademas de la presencia de carbapenemasas, la participacion de estos mecanismos en la
resistencia a los antibidticos en aislados clinicos provenientes de hospitales en México, lo cual
proporciona informaciéon que podria ayudar a la optimizacion del uso de antibidticos y la

implementacion de medidas preventivas en entornos hospitalarios nacionales.

12



3. HIPOTESIS

La sobreexpresion de bombas de efluyjo y la subexpresion de oprD impacta en la

farmacorresistencia en cepas de P. aeruginosa aisladas en México.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Analizar el impacto de la expresion de porinas y bombas de eflujo en la resistencia a los

antibioticos de Pseudomonas aeruginosa en hospitales de México.

4.2 Objetivos especificos

Determinar el perfil de susceptibilidad a los antibidticos en cepas de P. aeruginosa.
Obtener las secuencias de genoma completo de aislados de P. aeruginosa.
Llevar a cabo el analisis bioinformatico de la secuencias obtenidas de P. aeruginosa.

Analizar la cinética de crecimiento en cepas seleccionadas

A o e

Evaluar la expresion de genes de porinas y bombas de eflujo en cepas seleccionadas.

14
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La estrategia general del estudio consistio en cinco enfoques metodoldgicos: primero, se determind

el perfil de susceptibilidad de las cepas mediante la obtencion de la concentraciéon minima

inhibitoria (CMI) ; posteriormente, se llevo a cabo la secuenciacion del genoma completo y se

realizaron los andlisis bioinformaticos correspondientes con las secuencias obtenidas. Como

cuarto paso, se evaluo la cinética de crecimiento de las cepas y finalmente, se analizo la expresion

génica por qPCR en tiempo real.
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6. METODOLOGIA

6.1 Cepas de estudio

Se incluyeron 136 cepas de P. aeruginosa almacenadas en el cepario del Laboratorio de
Microbiologia Molecular del Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular a -70 °C en
caldo nutritivo con glicerol al 15%. Estas cepas fueron recolectadas entre los afios 2021 y 2023 a
partir de diferentes tipos de muestras clinicas, principalmente de sangre, secreciones bronquiales
y orina. Las cepas se recolectaron de 16 estados de la Republica Mexicana, y las entidades con
mayor numero de cepas fueron el Estado de México, Jalisco, Chiapas y Michoacan. Se
seleccionaron cepas con no susceptibilidad al menos un carbapenémico. La distribucion detallada

de las cepas se presenta en la Tabla 1.

Objetivo 1

6.2 Perfil de susceptibilidad a antibidticos

Se determind el perfil de susceptibilidad a los antibidticos de cada aislamiento usando el equipo
VITEK 2® (bioMériux SA, Marcy-l’Etoile, Francia), el cual utiliza una variante del método de
microdiluciéon en caldo. Para esto, se seleccionaron colonias bacterianas a partir de cultivos
incubados durante 18-24 horas a 37 °C. Estas colonias se resuspendieron en solucion salina estéril
hasta alcanzar una turbidez de 0.5 McFarland. La suspension preparada se colocod en viales
estériles, que junto con las tarjetas se insertaron en el modulo de llenado del sistema. Las tarjetas
se llenaron de manera automatizada y se sellaron. Las tarjetas selladas se colocaron en el lector del
VITEK 2®, donde se incubaron a 37 °C. El equipo realizo lecturas periddicas para monitorear el
crecimiento bacteriano en las diferentes concentraciones de la tarjeta. El equipo calculd la CMI
para cada antibidtico incluido en la tarjeta. Se incluyeron piperacilina/tazobactam (TZP),
ceftazidima (CAZ), cefepima (FEP), ceftazidima/avibactam (CZA), ceftalozano/tazobactam (CT),
imipenem (IPM), meropenem (MRP), amikacina (AMK), tobramicina (TOB), ciprofloxacino
(CIP), levofloxacino (LVX), aztreonam (ATM) y colistina (CL).

La interpretacion de resultados se realizé de acuerdo con las directrices de la guia M 100 del

Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) 2024.
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Tabla 1. Distribucion de las muestras de estudio, ordenadas por fecha de recoleccion.

Cepa Fecha Muestra Hospital Estado
56 28/01/21 Sangre Hospital Regional Tipo B de Alta Especialidad Bicentenario de la Independencia Estado de México
70 28/01/21 Sangre Hospital Regional Tipo B de Alta Especialidad Bicentenario de la Independencia Estado de México
74 28/01/21 Sangre Hospital Regional Tipo B de Alta Especialidad Bicentenario de la Independencia Estado de México
76 28/01/21 Sangre Hospital Regional Tipo B de Alta Especialidad Bicentenario de la Independencia Estado de México
77 28/01/21 Sangre Hospital Regional Tipo B de Alta Especialidad Bicentenario de la Independencia Estado de México
78 28/01/21 Sangre Hospital Regional Tipo B de Alta Especialidad Bicentenario de la Independencia Estado de México
92 28/01/21 Sangre Hospital Regional Tipo B de Alta Especialidad Bicentenario de la Independencia Estado de México
127 28/01/21 Sangre Hospital Regional Tipo B de Alta Especialidad Bicentenario de la Independencia Estado de México
180 02/02/21 Orina Hospital Regional de Alta Especialidad del Bajio Guanajuato
220 20/02/21 Traqueal Laboratorio Clinico Hospital Galenia Quintana Roo
221 20/02/21 Bronquial Laboratorio Clinico Hospital Galenia Quintana Roo
249 16/03/21 Bronquial Hospital General del Estado "Dr. Ernesto Ramos Bours" Sonora
250 16/03/21 Bronquial Hospital General del Estado "Dr. Ernesto Ramos Bours" Sonora
264 15/03/21 Bronquial Centro Médico Dr. Ignacio Chavez, ISSSTESON Sonora
265 15/03/21 Bronquial Centro Médico Dr. Ignacio Chavez, ISSSTESON Sonora
281 23/07/21 Diverso Instituto nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” Ciudad de México
282 08/02/21 Diverso Instituto nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” Ciudad de México
283 08/05/21 Diverso Instituto nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” Ciudad de México
296 28/01/21 Sangre Hospital Regional Tipo B de Alta Especialidad Bicentenario de la Independencia Estado de México
317 12/01/21 Orina Hospital general de Zona No.21 IMSS Tepatitlan de Morelos, Jalisco Jalisco
318 12/01/21 Orina Hospital general de Zona No.21 IMSS Tepatitlan de Morelos, Jalisco Jalisco
319 26/01/21 Orina Hospital regional de Alta Especialidad de Oaxaca Oaxaca
321 26/01/21 Orina Hospital regional de Alta Especialidad de Oaxaca Oaxaca
618 26/01/21 Bronquial Hospital Regional de Alta Especialidad de Oaxaca Oaxaca
629 26/01/21 Bronquial Hospital Regional de Alta Especialidad de Oaxaca Oaxaca
660 08/02/21 Sangre Hospital Centenario “Miguel Hidalgo” Aguascalientes
662  08/02/21 Sangre Hospital Centenario “Miguel Hidalgo” Aguascalientes
665 08/02/21 Sangre Hospital Centenario “Miguel Hidalgo” Aguascalientes
787 10/03/21 Diverso Hospital General "Dr. Raymundo Abarca Alarcon" Guerrero
788 10/03/21 Diverso Hospital General "Dr. Raymundo Abarca Alarcon” Guerrero
789 10/03/21 Diverso Hospital General "Dr. Raymundo Abarca Alarcon" Guerrero
790 10/03/21 Diverso Hospital General "Dr. Raymundo Abarca Alarcon" Guerrero
805 17/01/21 Traqueal Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” Ciudad de México
806 17/01/21 Traqueal Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” Ciudad de México
807 17/01/21 Traqueal Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” Ciudad de México
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22/09/22

22/09/22

22/09/22

22/09/22

22/09/22

30/09/22

30/09/22

30/09/22

11/10/22

11/10/22

18/10/22

18/10/22

18/10/22

15/11/22

15/11/22

Traqueal
Orina
Sangre
Sangre
Sangre
Sangre
Sangre
Sangre
Sangre
Sangre
Sangre
Sangre
Sangre
Sangre

Liquido cefalorraquideo
Liquido cefalorraquideo

Sangre
Sangre
Sangre
Sangre
Sangre
Sangre
Sangre

Liquido cefalorraquideo

Liquido peritoneal
Liquido peritoneal
Liquido pleural
Sangre
Bronquial
Traqueal
Bronquial
Sangre
Absceso
Liquido pericardico
Bronquial
Orina
Bronquial
Bronquial

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”
Hospital general de Zona No. 21 IMSS
Hospital general de Zona No. 21 IMSS
Hospital Regional Tipo B de Alta Especialidad Bicentenario de la Independencia
Hospital Regional Tipo B de Alta Especialidad Bicentenario de la Independencia
Hospital Regional Tipo B de Alta Especialidad Bicentenario de la Independencia
Hospital Regional Tipo B de Alta Especialidad Bicentenario de la Independencia
Hospital Regional Tipo B de Alta Especialidad Bicentenario de la Independencia
Hospital Regional Tipo B de Alta Especialidad Bicentenario de la Independencia
Hospital Regional Tipo B de Alta Especialidad Bicentenario de la Independencia
Hospital Regional Tipo B de Alta Especialidad Bicentenario de la Independencia
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”
Laboratorios del Centro
Laboratorios del Centro
Laboratorios del Centro
Hospital General “Juan Maria Salvatierra”
Hospital General “Juan Maria Salvatierra”
Hospital Regional de Alta Especialidad de Oaxaca
Hospital Regional de Alta Especialidad de Oaxaca
Hospital Regional de Alta Especialidad de Oaxaca
Hospital Angeles Chihuahua
Hospital Angeles Chihuahua

Ciudad de México
Jalisco
Jalisco

Estado de México

Estado de México

Estado de México

Estado de México

Estado de México

Estado de México

Estado de México

Estado de México
Jalisco
Jalisco
Jalisco
Jalisco
Jalisco
Jalisco
Jalisco
Jalisco
Jalisco
Jalisco
Jalisco
Jalisco
Jalisco
Jalisco
Jalisco
Jalisco
Jalisco

Michoacan
Michoacan
Michoacan

Baja California Sur

Baja California Sur
Oaxaca
Oaxaca
Oaxaca

Chihuahua
Chihuahua
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1783  01/12/22 Orina Laboratorio Futura médica Michoacan
1784  01/12/22 Orina Laboratorio Futura médica Michoacan
1785  01/12/22 Liquido cefalorraquideo Hospital General del Estado "Dr. Ernesto Ramos Bours" Sonora

1788  01/12/22 Liquido cefalorraquideo Hospital General del Estado "Dr. Ernesto Ramos Bours" Sonora

1803  01/12/22 Sangre Hospital general de zona No.1 Nueva Frontera Chiapas
1815  01/12/22 Tejido Hospital Centenario “Miguel Hidalgo” Aguascalientes
1819  01/12/22 Sangre Hospital Centenario “Miguel Hidalgo” Aguascalientes
1826  01/12/22 Bronquial Hospital General de Zona No. 46 IMSS Tabasco
1837  02/12/22 Bronquial Laboratorio Koch Estado de México
1838  02/12/22 Bronquial Laboratorio Koch Estado de México
1839  02/12/22 Bronquial Laboratorio Koch Estado de México
1841  02/12/22 Sangre Laboratorio Koch Estado de México
1842  02/12/22 Bronquial Laboratorio Koch Estado de México
1847  02/12/22 Orina Laboratorio Koch Estado de México
1868  05/12/22 Diverso Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias "Ismael Cosio" Ciudad de México
1869  05/12/22 Diverso Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias "Ismael Cosio" Ciudad de México
1871  05/12/22 Diverso Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias "Ismael Cosio" Ciudad de México
1878  05/12/22 Diverso Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias "Ismael Cosio" Ciudad de México
1879  05/12/22 Diverso Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias "Ismael Cosio" Ciudad de México
1884  05/12/22 Diverso Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias "Ismael Cosio" Ciudad de México
1885  05/12/22 Diverso Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias "Ismael Cosio" Ciudad de México
1894  08/12/22 Bronquial Sanatorio la Luz Michoacan
1939  09/12/22 Orina Hospital de Especialidades Pediatricas Chiapas
1940  09/12/22 Orina Hospital de Especialidades Pediatricas Chiapas
1942 09/12/22 Orina Hospital de Especialidades Pediatricas Chiapas
1943 09/12/22 Orina Hospital de Especialidades Pediatricas Chiapas
1944 09/12/22 Orina Hospital de Especialidades Pediatricas Chiapas
1959  09/12/22 Bronquial Hospital de Especialidades Pediatricas Chiapas
1960  09/12/22 Bronquial Hospital de Especialidades Pediatricas Chiapas

1961  09/12/22 Bronquial Hospital de Especialidades Pediatricas Chiapas

1962  09/12/22 Bronquial Hospital de Especialidades Pediatricas Chiapas
1964  09/12/22 Bronquial Hospital de Especialidades Pediatricas Chiapas
1985  09/12/22 Sangre Hospital de Especialidades Pediatricas Chiapas
1986  09/12/22 Sangre Hospital de Especialidades Pediatricas Chiapas
1989  09/12/22 Sangre Hospital de Especialidades Pediatricas Chiapas
1993  09/12/22 Sangre Hospital de Especialidades Pediatricas Chiapas
1994  09/12/22 Sangre Hospital de Especialidades Pediatricas Chiapas
2008  09/12/22 Liquido pleural Hospital de Especialidades Pediatricas Chiapas
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2014
2023
2218
2224
2237
2238
2240
2276
2279
2280
2310
2355
2386
2447
2588
2590
2594
2622
2623
2638
2639
2642
2922
2941
2943
2946
2948
2954
2956

09/12/22
09/12/22
23/02/23
01/03/23
10/01/21
14/03/23
22/03/23
24/03/23
24/03/23
24/03/23
27/03/23
27/03/23
28/04/23
09/06/23
04/07/23
04/07/23
04/07/23
11/07/23
11/07/23
11/08/23
11/08/23
18/08/23
06/10/23
16/10/23
16/10/23
16/10/23
16/10/23
16/10/23
16/10/23

Sangre
Sangre
Liquido cefalorraquideo
Sangre
Bronquial
Orina
Traqueal
Sangre
Secrecion hepatica
Orina
Sangre
Sangre
Liquido pleural
Liquido cefalorraquideo
Liquido se ascitis
Biopsia
Liquido de ascitis
Orina
Hueso
Orina
Orina
Sangre
Liquido Pleural
Sangre
Sangre
Lavado bronquial
Lavado bronquial
Lavado bronquial
Liquido cefalorraquideo

Hospital Regional Tipo B de Alta Especialidad Bicentenario de la Independencia
Hospital Regional Tipo B de Alta Especialidad Bicentenario de la Independencia
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”

Hospital General Sabinas Hidalgo
Hospital general de zona No.1 Nueva Frontera
Hospital general de zona No.1 Nueva Frontera
Hospital Angeles de Morelia
Hospital Regional Universitario de Colima
Hospital Regional Universitario de Colima
Hospital Regional Universitario de Colima
Hospital Regional Tipo B de Alta Especialidad Bicentenario de la Independencia
Hospital Regional Tipo B de Alta Especialidad Bicentenario de la Independencia
Centro Médico Dr. Ignacio Chavez, ISSSTESON
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”

Centenario Hospital “Miguel Hidalgo”

Centenario Hospital “Miguel Hidalgo”

Centenario Hospital “Miguel Hidalgo”

Hospital general de zona No.1 Nueva Frontera
Laboratorios Galindo
Laboratorio Dipromi
Laboratorio Dipromi
Hospital General del Estado "Dr. Ernesto Ramos Bours"

Laboratorio Dipromi
Hospital General "Dr. Miguel Silva"

Hospital General "Dr. Miguel Silva"

Hospital General "Dr. Miguel Silva"

Hospital General "Dr. Miguel Silva"

Hospital General "Dr. Miguel Silva"

Hospital General "Dr. Miguel Silva"

Estado de México
Estado de México
Jalisco
Nuevo Ledn
Chiapas
Chiapas
Michoacan
Colima
Colima
Colima
Estado de México
Estado de México
Sonora
Jalisco
Aguascalientes
Aguascalientes
Aguascalientes
Chiapas
Oaxaca
Michoacan
Michoacan
Sonora
Michoacan
Michoacan
Michoacan
Michoacan
Michoacan
Michoacan
Michoacan
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Objetivo 2

6.3 Secuenciacion de genoma completo y procesamiento de datos

6.3.1 Extraccion de ADN genomico y plasmidico

Se cultivaron las 136 cepas de estudio en placas con agar MacConkey y se incubaron por 24 horas
a 37 °C. Una vez que hubo crecimiento bacteriano, se procedio a la lisis celular, para lo cual se
resuspendieron colonias del cultivo en 200 pL de Tris-HCl 100 mM, se afiadi6 150 pg de lisozima
(VWR Life Science, Pensilvania, Estados Unidos) y se incubd por 2 horas a 37 °C. Posteriormente,
se adicionaron 200 puL de TE 1X con SDS al 1% y 6 pL de proteinasa K (10 mg/mL) (Promega,
Wisconsin, Estados Unidos) y se incub6 por 55 °C por 2 horas. Se procedid con la separacion de
fases y se anadieron 250 pL de fenol saturado (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos), 250 uL
de SEVAG (24:1 Cloroformo-alcohol isoamilico) (Sigma-Aldrich), 100 uL de TE 1X y se mezclo
agitando por inversion durante 5 min. Se transfiri6 la fase acuosa a otro tubo y se volvio a extraer
con fenol saturado, SEVAG y TE 1X utilizando los volumenes previamente mencionados. Se
transfirio la fase acuosa de la segunda extraccion en un tubo nuevo y se afladieron 2.33 volumenes
de etanol absoluto frio (Sigma-Aldrich) y se dejo precipitar a -20 °C toda la noche. El precipitado
se centrifugd a 14,000 rpm por 5 minutos y se decant6 el etanol. Se realizé 2 veces el lavado del
sedimento con etanol al 70% y se centrifug6 a 14,000 rpm por 5 minutos entre cada lavado. Se
decanto el etanol y el sedimento fue secado a temperatura ambiente durante toda la noche. Se

resuspendi6 el sedimento en 50 uLL de TE 1X y se calent6 a 65 °C por 15 minutos.

La concentracion del ADN extraido se mididé mediante espectrofotometria utilizando el equipo
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Massachussets, Estados Unidos). Los valores entre 1.7
y 2.1 para la relacion A260/A280 y entre 1.8 y 2.2 para la relacion A260/A230 se usaron como

criterios de calidad de la pureza del ADN (43), asi como una concentracion minima de 75 ng/pL.
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6.3.2 Secuenciacion

Los ADN extraidos se secuenciaron en colaboracion con el Servicio Nacional de Inocuidad y

Calidad Agroalimentaria (SENASICA) mediante la plataforma Illumina NovaSeq6000.

6.3.3 Evaluacion de calidad de genomas

Se evalu6 la calidad de las lecturas crudas en formato. fastq utilizando la herramienta --fastqc

(https://github.com/s-andrews/FastQC) para cada lectura individual y se generd un reporte global

de la calidad de los genomas para lo que se utilizd la herramienta --multiqc

(https://github.com/MultiQC/MultiQC). Posterior a ello, se utilizo la herramienta Trim Galore

(https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore) para retirar adaptadores de secuenciacion y

eliminar las secuencias correspondientes a lecturas de calidad no 6ptimas.

6.3.4 Ensamble de genomas

Se ensamblaron las lecturas limpias de secuenciacion de novo y se utilizd la herramienta

informatica Unicycler v0.4.9b (https://github.com/rrwick/Unicycler). Cada genoma ensamblado

se evaluo en funcién de los siguientes parametros: tamafo de genoma, % de GC, nimero total de

contigs, N50, L50 a través de la herramienta (https://github.com/ablab/quast). Ademas, se utilizé

el algoritmo weeSAM (https://github.com/centre-for-virus-research/weeSAM) para determinar la

profundidad y el porcentaje de cobertura.

Objetivo 3

6.4 Analisis bioinformatico

6.4.1 Tipificacion de secuencias multilocus (MLST)

Se utiliz6 la herramienta PubMLST (https://github.com/tseemann/mlst) para la asignacion de

secuencias tipo (STs) a cada genoma.
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6.4.2 Anotacion de secuencias

Se realiz6 la anotacion de los genomas ensamblados en formato FASTA y se usé la herramienta

Prokka v1.14.6 (https://github.com/tseemann/prokka) ejecutado con los pardmetros por defecto y

se especifico el organismo como P. aeruginosa.

6.4.3 Pangenoma

El analisis del pangenoma se realizd utilizando la herramienta bioinformatica Panaroo
(https://github.com/gtonkinhill/panaroo), a partir de los archivos de anotacion en formato GFF de
cada genoma y de las cepas de referencia PAO1 (RefSeq: GCF_000006765.1), PA14 (RefSeq:
GCF_000014625.1) y PA7 (GCF_000014625.1). Se emple6 el modo estricto de limpieza de

errores (--clean_mode strict) para minimizar errores de anotaciones inconsistentes. La
identificacion de genes del genoma core se efectué con un umbral de presencia del 99% entre los
genomas analizados (--core_threshold 0.99). Para el alineamiento de los genes del genoma central
se utiliz6 MAFFT como alineador interno y se generaron tanto el alineamiento concatenado del
genoma central como los archivos de presencia/ausencia de genes para su posterior analisis

filogenético.

6.4.4 Filogenia del genoma central

Para la construccion del arbol filogenético basado en el genoma central, se utiliz6 el archivo de
alineamiento concatenado del pangenoma. Este alineamiento fue dividido en particiones
correspondientes a cada gen del genoma central mediante un script en Python y se generd un

archivo en formato Nexus.

El andlisis filogenético se llevo a cabo con IQ-TREE 2 (https://github.com/igtree/igtree2), se

utiliz6 la opcidn -p para definir el esquema de particiones, lo cual permitio la seleccion de modelos
evolutivos independientes por gen. Se aplico el modelo MFP+MERGE, que permite la seleccion

automatica del mejor modelo evolutivo por particion.
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La robustez del arbol fue evaluada mediante 1,000 replicados de ultrafast bootstrap (-B 1000). El

arbol resultante fue visualizado y anotado usando el software en linea iTOL (https://itol.embl.de/).

6.4.2 Filogenia basada en variantes

El llamado de variantes se realizd utilizando la herramienta Snippy v4.6.0

(https://github.com/tseemann/snippy), que alinea las secuencias crudas de cada aislado contra el

genoma de referencia de Pseudomonas aeruginosa PAO1 y se generd un alineamiento consenso
entre todas las cepas. A partir de este alineamiento, se construyd un arbol filogenético basado en

variantes empleando IQ-TREE 2, y la visualizacion del arbol fue realizada con el software iTOL.

6.4.8 Identidad nucleotidica promedio

Se construy6 un mapa de calor a partir de los valores de Identidad Nucleotidica Promedio (ANI)
obtenidos de las secuencias gendmicas en formato FASTA, para la cual se utilizé la herramienta

ANIclustermap (https://github.com/moshi4/ANIclustermap), la cual emplea el algoritmo de

FastANI (https://github.com/ParBLiSS/FastANI) para el calculo de similitudes entre genomas.

6.4.9 Resistoma

Se identificaron los genes relacionados con la resistencia antimicrobiana mediante el software

EPISEQ® CS de bioMérieux (https://www.biomerieux-episeq.com/cs-how-it-works) asi como

otras bases de datos como ResFinder (http://genepi.food.dtu.dk/resfinder) (44) y Resistance Gene

Identifier de The Comprehensive Antibiotic Resistance Database

(https://card.mcmaster.ca/analyze/rgi). Se catalog6 a los genes que codifican carbapenemasas de

acuerdo con la Beta-Lactamase DataBase (http://bldb.eu/).

6.4.9 Identificacion de mutaciones en las secuencias nucleotidicas

Se identificaron los tipos de mutaciones presentes en las secuencias nucleotidicas para lo cual se

utilizaron los archivos generados por Snippy v4.6.0, y se extrajeron las variantes anotadas que
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correspondieran a los genes oprD, mexA, mexB, oprM, mexC, mexD, oprJ, mexE, mexF, oprN,
mexX y mexY.

Ademas, a partir de los archivos de anotaciéon del genoma, se extrajeron las secuencias
nucleotidicas y se alinearon las secuencias de estos genes en las cepas de estudio con respecto a
las secuencias de la cepa de referencia P. aeruginosa PAOI, para lo cual se utilizo el software de

alineamiento multiple MAFFT (https://github.com/GSLBiotech/mafft).

6.4.9.1 Analisis de mutaciones en oprD

Se construy6 un cladograma a partir del alineamiento de las secuencias nucleotidicas de oprD y se
visualiz6 en el software iTOL. En este arbol se integraron los datos del perfil de susceptibilidad,
la presencia o ausencia de genes que codifican carbapenemasas y las mutaciones encontradas
segun su tipo (mutaciones sin sentido, mutaciones con cambio de sentido, desplazamiento de
marco de lectura, inserciones). Asi mismo, se realizd un analisis de correlacion entre los tipos de
mutaciones en oprD y la presencia o ausencia de genes que codifican carbapenemasas con los
valores de concentracion minima inhibitoria (MIC) para imipenem y meropenem, para lo cual se

us6 el software estadistico R (https:/www.r-project.org/) 'y la libreria ggplot

(https://ggplot2.tidyverse.org/).

6.4.10 Docking molecular

Se realiz6 un andlisis de acoplamiento molecular entre las porinas OprD en cepas seleccionadas y

los antibioticos carbapenémicos imipenem y meropenem.

Las secuencias aminoacidicas, obtenidas de los archivos de anotacion del genoma, fueron

ingresadas en el servidor de Alphafold (https://alphafoldserver.com/) para la prediccion estructural

tridimensional de la proteina OprD. Las estructuras de los ligandos imipenem y meropenem fueron

obtenidas en formato. sdf desde la base de datos PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).
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La preparacion de las estructuras se llevd a cabo en el software UCSF Chimera

(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/), se afadieron los hidrogenos faltantes, se asignaron cargas

parciales y se realiz6 la minimizaciéon de energia mediante los algoritmos de descenso mas

pronunciado (100 pasos) y gradiente conjugado (1000 pasos).

La caja de busqueda (grid box) fue definida para cubrir las regiones potenciales de reconocimiento

de sustratos en OprD, con las siguientes coordenadas y dimensiones:

center x =5.19286 size x =22.5691
center y =16.6316 size y = 15.4834
center z = -5.68987 size z=27.7502

Se realiz6 el docking utilizando Autodock Vina (https://vina.scripps.edu/) mediante la ejecucion

del archivo de configuracion personalizado vina.sh, utilizando los pardmetros energy range = 3,

exhaustiveness = 24 y num_modes = 1.

Como control, se realizé el acoplamiento con la estructura de OprD correspondiente a la cepa de

referencia P. aeruginosa PAOI y arginina como sustrato especifico.

Las interacciones proteina-ligando fueron analizadas y visualizadas mediante LigPlot+

(https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LigPlus/) usando los archivos. pdb resultantes del

acoplamiento molecular.

6.5 Seleccion de cepas

Con base en los resultados obtenidos en los objetivos 1 a 3, se seleccionaron cepas para los analisis
de los objetivos 4 y 5, tomando en cuenta la presencia y cobertura de genes que codifican para

bombas y porinas, el perfil se susceptibilidad y el resultado de MLST.
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Objetivo 4

6.5 Cinética de crecimiento en cepas

Las cepas seleccionadas se cultivaron en agar MacConkey durante 24 horas a 37°C.
Posteriormente, se inocularon en caldo LB bajo tres condiciones experimentales: sin antibiotico,
con imipenem y con meropenem. Para cada cepa, se utilizo su correspondiente CMI, determinada
previamente en el objetivo 1. Para ello, se prepararon soluciones stock de imipenem y meropenem
por el método de difusion en caldo a partir de discos comerciales (Sensidisk®, BD-BBL),
asegurando la concentracion deseada para cada cepa. Una vez se observo crecimiento en los
cultivos, se ajusto la densidad celular a 0.5 unidades en la escala de McFarland y se us6 caldo LB
o caldo LB suplementado con antibidtico, segun la condicion correspondiente. Posteriormente, se
inocul6 1 pL de esta suspension ajustada en 99 pLL de caldo LB fresco, con o sin antibiotico, en
placas de 96 pozos, respetando en todos los casos el tipo y la concentraciéon de antibidtico
previamente establecidos para cada cepa. Las placas fueron incubadas en el equipo Cytation I
(BioTek, Vermont, Estados Unidos), y se realizaron lecturas de densidad 6ptica a 600 nm cada 10
minutos durante 48 horas a 37 °C. Las mediciones se realizaron con lectura por intervalos y con
agitacion orbital continua a 300 rpm. Se seleccionaron los tiempos de extraccion de ARN en la

fase exponencial para cada cepa y condicion.

Objetivo 5

6.5 Analisis de 1a expresion de genes de bombas de eflujo y porinas

6.5.1 Extraccion de ARN

Las cepas seleccionadas se incubaron en caldo LB bajo cada una de las condiciones previamente
descritas, a 37 °C durante los tiempos definidos en el objetivo 4. Los cultivos fueron centrifugados
a 15,000 rpm durante 3 minutos y el sobrenadante fue descartado. La biomasa se resuspendi6 en
una solucion de lisozima (150 pg) y se incubd durante 1 hora a 37 °C. Posteriormente, se afiadieron
6 uL de proteinasa K (10 mg/mL) y la mezcla se incubd por 1 hora a 55 °C. Una vez pasada el
tiempo de incubacion se anadi6 1 mL de TRIZOL LS y el contenido fue almacenado a -20°C hasta
su extraccion. Se agregaron 200 pL de cloroformo, se incubd 3 min a temperatura ambiente y se

centrifugo6 a 14.000 rpm por 15 min a 4 °C. El sobrenadante fue recuperado, se afiadieron 500 puL
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de isopropanol para su precipitacion y se incubd a -80 °C por una hora. Se realizdé una
centrifugacion a 14,000 rpm por 10 min a 4 °C y se descarto el sobrenadante. Se afiadi6 1 mL de
etanol al 70 % y se agitd por vortex brevemente. Se realizé una centrifugacion a 14,000 rpm por
10 min a 4 °C, el etanol fue descartado y la pastilla fue secado a temperatura ambiente para ser
resuspendida en 30 pL de agua libre de nucleasas y almacenado a -80 °C hasta su uso. Se verifico
la concentracion por espectrofotometria en el equipo Nanodrop 2000 asi como la pureza del ARN
(45).
6.5.2 Retrotranscripcion y qPCR

El ARN total fue tratado con DNasa I (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante, con
el fin de eliminar posibles residuos de ADN gendémico. Se llevé a cabo la sintesis de ADN
complementario (cDNA) utilizando los kits SuperScript™ III Reverse Transcriptase (Thermo
Fisher) y M-MLV Reverse Transcriptase, conforme a las recomendaciones de cada fabricante. El

cDNA obtenido fue almacenado a —80 °C hasta su uso (46).

Se midio la expresion de los genes oprd, mexA, mexC, mexE, mexY 'y se para comparar con el nivel
de expresion de cada gen con la cepa de referencia P. aeruginosa PAO1. Asi mismo, se determind
en paralelo la expresion del gen enddgeno rpsL para normalizar las lecturas c (46, 47). Las

secuencias de oligonucleodtidos utilizadas en el estudio se encuentran en el Anexo 1.

Las reacciones de PCR se realizaron en tubos de 0.1 pL utilizando un volumen final de 10 pL. La
mezcla de reaccion consistio en 1 uL. ADNc, 1 puL cebador, 1.5 pL SYBR Green PCR Master Mix,
2.5 uL de Buffer, 1.5 uL. de dNTPs y 2.5 pL agua libre de nucleasas. El programa de ciclado tuvo
una activacion inicial a 95°C durante 15 min, seguida de 45 ciclos de desnaturalizacion a 95°C
durante 15 s, apareamiento a 60°C durante 25 s, y elongacion a 72°C durante 15 s. Después de la
amplificacion, se realizé una curva de disociacion con una fase de 5 s a 95°C, seguida de 1 min a
65°C y un aumento final a 97°C. Cada reaccion se hizo por triplicado. Se utilizé el método de
Livak 224Ctpara determinar la sobreexpresion de los genes. Se aplicé el logaritmo base 2 para
normalizar los valores de foldchange y se considerd subexpresion cuando el valor de
log>FoldChange fuese 1 unidad menor al de la cepa de referencia y sobreexpresion cuando el valor

de logoFoldChange correspondiente fuese 1 unidad mayor que el de la cepa de referencia (13).
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6.6 Analisis estadistico

Se llevaron a cabo diferentes comparaciones entre los valores obtenidos tanto en la expresion
génica de los diferentes genes de bombas de eflujo analizados, y de oprD asi como mutaciones en
el gen regulador mexR, la tasa de crecimiento y el fenotipo de resistencia a carbapenémicos de las
cepas en las diferentes condiciones o filogrupos. Las comparaciones realizadas se muestran a
continuacion.

Se determind la distribucion de los valores de logoFoldChange para cada gen (oprD, mexA, mexC,
mexE 'y mexY) utilizando la prueba de Shapiro-Wilk.

Posteriormente se compard la expresion de oprD y los genes de bombas de eflujo (mexA4, mexC,
mexE 'y mexY) en las tres condiciones (sin antibidtico, con imipenem y con meropenem). Para los
datos paramétricos se us6 ANOVA de medidas pareadas y prueba post-hoc de t. Para los datos no
paramétricos se us6 prueba de Friedman y prueba post-hoc de Wilcoxon con correccion de
Bonferroni.

Se asocid la expresion de oprD y los genes de bombas de eflujo (mexA4, mexC, mexE 'y mexY) en
las tres condiciones (sin antibidtico, con imipenem y con meropenem) con el fenotipo de las cepas
(susceptible, intermedio, resistente) a los carbapenémicos utilizando la prueba de Kruskall-Wallis.
Se compar¢ la expresion de oprD y los genes de bombas de eflujo (mexA4, mexC, mexE 'y mexY)
entre los filogrupos (PAO1 vs PA14 vs PA7) en las tres condiciones (sin antibidtico, con imipenem
y con meropenem) utilizando la prueba de Kruskall-Wallis y prueba post-hoc de Dunn con
correccion de Bonferroni.

Se determino si existe asociacion entre las mutaciones en el gen regulador mexR con la expresion
de mexA entre los filogrupos (PAO1 vs PA14 vs PA7) utilizando la prueba de Chi-Cuadrada.
Finalmente se correlaciond la tasa de crecimiento y el drea bajo la curva con la expresion de oprD
y la expresion de los genes de bombas de eflujo (mexA, mexC, mexE y mexY) en las tres
condiciones (sin antibidtico, con imipenem y con meropenem) utilizando la prueba de correlacion
de Spearman.

Un valor de p < 0.05 se considero estadisticamente significativo para todas las pruebas. El
andlisis se llevo a cabo usando el software R (https://www.r-project.org/, accesado el 10 de mayo

de 2025).
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7. RESULTADOS

Objetivo 1
7.1 Perfil de susceptibilidad

Los valores de CMI, rango, CMIso y CMlyo, asi como la interpretacion de los valores se detalla en

la Tablas 2, 3 y 4.

En los carbapenémicos, el rango de CMI para IPM fue de 0.25 pg/mL->16 ng/mL y MRP de 0.5
pg/mL->16 pg/mL. Algunas cepas fueron resistentes a ambos antibidticos y otras mostraron
resistencia selectiva, ya que fueron susceptibles a IPM, pero no a MRP, o viceversa. Los valores
de CMlIso y CMlyg para IPM y MRP fueron >16 ng/mL, lo que indica un alto nivel de resistencia

a estos antibioticos en las cepas estudiadas.

En los aminoglucoésidos, el rango de CMI de AMK fue de 2 pg/mL->64 pg/mL y para TOB de 6
pg/mL- >64 ng/mL. En algunos casos, las cepas fueron resistentes a TOB, pero mantuvieron
susceptibilidad a AMK. Los valores de CMIso y CMIy para AMK fueron de >64 ng/mL en ambos
casos, mientras que para TOB fueron >6 pg/mL y >24 pg/mL respectivamente, lo cual reflejo un

patron de resistencia elevado y variable.

Para las fluoroquinolonas, el rango de CMI de CIP fue de 0.25 pg/mL->4 pg/mL y LVX de 6
pg/mL-44 pg/mL. Similar a las otras clases de antibidticos, algunas cepas presentaron fueron
resistentes a levofloxacino, pero no a ciprofloxacino. Los valores de CMIso y CMlgo para CIP

fueron de >4 pg/mL en ambos casos, mientras que para LVX fueron de 6 pg/mL y 32 png/mL.

En la Tabla 4 se detalla muestra que todas las cepas presentaron fenotipo resistente al menos a dos
categorias de antibidticos evaluados. La mayor resistencia se observod en los carbapenémicos (IPM
y MRP, 90%), seguida de las fluoroquinolonas (LVX Y CIP, 100% y 71%, respectivamente) y los
aminoglucésidos (TOB y AMK, 100% y 64%, respectivamente) (Figura 4). En contraste, la

resistencia de ATM (9%) fue la menor, mientras que todas las cepas fueron intermedias para CL.
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Tabla 2. Concentracion minima inhibitoria (ug/mL) para las cepas de estudio.

Cepa TZP CAZ FEP CZA CT IPM MRP AMK TOB CIpP LVX ATM CL
56 >128 >64 >32 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 6 <2
70 8 2 2 2 0.5 2 <0.25 2 22 0.5 23 26 <2
74 16 8 8 2 1 2 0.5 4 20 0.25 23 22 <2
76 >128 >64 >32 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 6 <2
77 >128 >64 >32 >16 >32 >16 >16 >64 14 >4 6 25 <2
78 >128 >64 >32 >16 >32 >16 >16 >64 13 >4 6 24 <2
92 64 >64 >32 >16 >32 >16 4 >64 14 >4 6 24 <2
127 64 >64 >32 >16 >32 >16 16 >64 14 >4 6 23 <2
180 >128 >64 >32 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 6 <2
220 32 2 8 2 0.5 >16 >16 2 24 0.5 19 17 <2
221 <4 2 2 2 1 2 <0.25 2 21 0.25 26 24 <2
249 64 32 8 8 1 >16 >16 8 6 >4 6 20 <2
250 64 32 8 8 1 8 >16 8 6 >4 6 18 <2
264 8 16 8 2 1 >16 >16 >64 6 >4 6 25 <2
265 >128 >64 16 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 21 <2
281 64 32 >32 2 >32 2 <0.25 >64 6 1 15 24 <2
282 8 2 4 1 0.5 2 2 1 24 >4 12 27 <2
283 16 4 8 2 1 >16 8 1 27 2 10 24 <2
296 >128 >64 >32 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 6 <2
317 >128 >64 >32 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 12 <2
318 64 4 16 2 1 >16 >16 >64 6 >4 6 6 <2
319 >128 >64 >32 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 10 <2
321 >128 >64 >32 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 10 <2
618 8 2 2 2 1 8 8 2 23 0.12 26 27 <2
629 8 2 2 2 1 8 4 4 22 0.25 27 25 <2
660 64 >64 >32 8 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 15 <2
662 64 >64 >32 8 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 12 <2
665 >128 >64 >32 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 25 <2
787 >128 32 16 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 23 <2
788 >128 >64 >32 >16 >32 >16 8 >64 6 >4 6 6 <2
789 32 8 16 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 23 <2
790 32 16 16 >16 >32 >16 >16 16 6 >4 6 26 <2
805 8 2 2 2 0.5 8 8 2 30 0.062 42 32 <2
806 >128 32 16 4 4 >16 >16 2 16 0.25 27 31 <2
807 16 2 2 2 0.5 8 >16 1 28 0.5 20 22 <2
808 32 2 8 4 1 >16 >16 4 28 1 16 21 <2
990 >128 >64 >32 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 6 <2
993 >128 32 >32 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 33 <2
1038 64 >64 >32 >16 >32 >16 >16 >64 22 >4 6 31 <2
1043 >128 >64 >32 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 14 6 <2
1060 >128 32 >32 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 31 <2
1062 >128 32 >32 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 14 6 <2
1063 64 >64 >32 >16 >32 >16 >16 >64 22 >4 6 31 <2
1087 >128 32 >32 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 6 <2
1189 >128 32 >32 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 10 6 <2
1395 >128 32 >32 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 31 <2
1489 >128 32 16 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 12 6 <2
1516 32 16 2 2 4 >16 >16 >64 6 0.5 34 36 <2
1545 16 2 8 2 1 2 1 4 28 0.125 38 28 <2
1553 8 2 2 2 1 >16 >16 >64 10 0.125 36 27 <2
1573 >128 32 >32 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 30 <2
1574 8 2 2 2 1 >16 >16 32 10 0.125 43 36 <2
1590 8 2 2 2 1 >16 >16 >64 6 0.125 42 43 <2
1593 8 2 2 2 1 >16 >16 >64 6 0.125 44 41 <2
1597 32 2 4 4 0.5 4 8 1 33 0.5 26 28 <2
1601 8 2 2 2 1 >16 >16 >64 6 0.062 44 41 <2
1609 8 2 2 2 1 >16 >16 32 6 0.125 42 41 <2
1669 8 2 2 2 1 >16 >16 32 12 0.062 40 38 <2
1670 8 2 2 2 1 >16 >16 32 10 0.125 40 36 <2
1675 16 2 4 4 1 >16 >16 4 27 0.125 43 36 <2
1676 >128 2 8 2 1 8 >16 4 26 0.25 32 16 <2
1681 >128 32 16 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 34 <2
1683 >128 >64 >32 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 6 <2
1685 >128 >64 >32 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 6 <2
1686 >128 >64 >32 >16 >32 >16 >16 >64 6 >4 6 6 <2
1687 16 2 4 2 1 >16 >16 4 20 >4 6 23 <2
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TZP: piperacilina/tazobactam; CAZ: ceftazidima; FEP: cefepima; CZA: ceftazidima/avibactam; CT:

ceftalozano/tazobactam; IPM: imipenem; MRP: meropenem; AMK: amikacina; TOB: tobramicina; CIP:

ciprofloxacino; LVX: levofloxacino; ATM: aztreonam; CL: colistina
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Tabla 3. Rangos de CMI, CMIs50, CMl9o de las cepas de estudio.

Antibiético Rango CMI CMls CMlyo
Piperacilina/Tazobactam <4 - >128 64 >128
Ceftazidima 1 - >64 32 >64
Cefepime 1 - >32 16 >32
Cefotaxima 0.5 - >32 >32 >32
Ceftazidima/Avibactam 1 - >l16 >16 >16
Imipenem 2 - >l16 >16 >16
Meropenem <0.125 - >16 >16 >16
Amikacina 1 - >64 >64 >64
Tobramicina 6 - 33 6 24
Ciprofloxacino 0.006 - >4 >4 >4
Levofloxacino 6 - 44 6 32
Aztreonam 6 - 43 21 31
Colistina <2 - <2 <2 <2

CMI= concentracion minima inhibitoria (ug/mL); CMlso: concentracion que inhibe el 50% de las

cepas; CMlIoo: concentracion que inhibe el 90% de la cepa.
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Tabla 4. Interpretacion de los puntos de corte para las cepas incluidas en el estudio.

MRP AMK TOB CIP LVX ATM CL

Cepa TZP CAZ FEP CZA CT IPM

56
70
74
76
77
78

92

127

180
220
221
249

250
264
265
281
282
283

296
317
318
319
321

618
629
660
662
665
787
788
789

790
805

806
807
808
990
993

R

1038
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TZP: piperacilina/tazobactam; CAZ: ceftazidima, FEP: cefepima; CZA: ceftazidima/avibactam;

CT: ceftalozano/tazobactam; IPM: imipenem;, MRP: meropenem, AMK: amikacina; TOB:

tobramicina; CIP: ciprofloxacino,; LVX: levofloxacino; ATM: aztreonam,; CL: colistina.

R: resistente; I: intermedio; S: susceptible.

38



B Susceptible

100
B m
90
80
70

50 Intermedio

mm Resistente

Porcentaje de susceptibilidad

TZP CAZ FEP CZA CT IPM MRP AMK TOB CIP LVX ATM CL

Figura 4. Patrones de susceptibilidad de las 136 cepas de P. aeruginosa incluidas en el estudio.
TZP: piperacilina/tazobactam; CAZ: ceftazidima; FEP: cefepima; CZA: ceftazidima/avibactam;
CT: ceftalozano/tazobactam; IPM: imipenem; MRP: meropenem; AMK: amikacina; TOB:

tobramicina; CIP: ciprofloxacino; LVX: levofloxacino; ATM: aztreonam; CL: colistina.

Objetivo 2
7.2 Secuenciacion de genoma completo y procesamiento de datos

7.2.1 Extraccion de ADN genémico

Las métricas de calidad de la extraccion de ADN se resumen en la Tabla 5. Se consideraron
parametros de calidad las relaciones de la absorbancia 260/280 y 260/230 dentro del rango 1.8 y
2.0. Todas las muestras incluidas en el estudio cumplieron con los pardmetros de calidad

establecidos.
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Tabla 5. Parametros de calidad de la extraccion de ADN

Cepa Concentracion [ng/pL] Relacion A ;650 Relacion A ;g3
56 2403.5 2.12 2.34
70 778.3 2.04 2.21
74 1818.1 2.08 2.21
76 159.9 2.05 2.13
77 482.6 2.02 1.73
78 1645.8 2.02 2.24
92 351.8 1.97 1.8
127 1088.1 2.07 2.3
180 204.9 2.04 2.33
220 1848.3 2.03 2.24
221 1044.6 2.06 2.26
249 785.2 1.82 2.1
250 821.2 2.04 2.33
264 793.8 1.93 2.29
265 771.6 1.99 2.16
281 996.1 1.79 1.93
282 798 1.97 2.25
283 1193.5 2.03 2.18
296 218.6 2.02 2.25
317 1708 2.09 2.28
318 1016.1 2.03 2.24
319 382.3 2.09 2.28
321 1814.6 2.13 2.1
618 581.5 1.92 1.94
629 1052.4 2.04 2.2
660 123.9 2.16 2.07
662 254.5 2.13 2.13
665 246.5 1.95 2.16
787 880 2.01 2.17
788 254.3 2.11 2.13
789 406.2 2.02 2.23
790 294.2 2.15 2.19
805 430.9 1.98 2.22
806 507.3 1.99 2.16
807 450.7 2 2.21
808 2042 2.02 2.2
990 1181.1 2.1 2.31
993 581.4 2 2.21
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1590.6
713.2
216.2
1321.5
193.3
874
1593.3
1631.6
2067.7
1192.7
1316.8
23824
1021.8
1253.5
1396.7
2377.9
2795.5
1291.2
537.9
229.6
736.3
315.2
2020
168.3
859.5
241.4
1994
1247.7
1664.8
244.8
1806
1750.2
175.1
1040.7
1994.7
1143.7
711.3
370.3

1.95
1.98
1.99
2.11
1.99
1.97
2.06
2.01
1.98
2.1
2.12
2.09
1.96
2.08
2.09
2.11
2.01
2.04
2.06
2.05
2.11
1.95
2.06
2.06
1.95
2.08
2.13
2.07
2.05
2.13
2.05
2.02
2.06
2.06
2.06
1.98
2.06
2.1
2.04
2.05
2.01

2.13
2.19
2.18
2.09
2.18
2.11
2.35
2.16
2.03
2.26
2.24
2.29
1.88
2.26
2.29
23
2.07
2.22
2.24
2.22
2.29
1.8
243
2.01
2.29
2.13
1.87
2.39
2.23
2.33
2.24
2.21
2.48
2.25
2.28
2.97
2.28
2.34
2.28
2.49
2.6
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1819
1826
1837
1838
1839
1841
1842
1868
1847
1871
1878
1879
1884
1885
1894
1939
1940
1942
1943
1944
1959
1960
1961
1962
1964
1985
1986
1989
1993
1994
2008
2014
2023
2218
2224
2237
2238
2240
2276
2279
2280

1950.8
357.5
1594.7
211.1
554.8
1459.5
2033.6
1154.6
22273
760
377.4
378
3283.1
1615.8
1294
510.2
747
683
1593.3
928.5
366
1417.3
891.4
1434.3
1121.6
315.7
1577.4
227.6
1917.4
189.6
891.8
1529.6
910.2
635.1
763.8
591.1
205.7
776.3
885.6
934.6
1115.4

2.03
2.1
2.07
1.93
2.01
2.09
2.08
2.11
2.1
2.09
2.02

2.09
2.05

2.1
2.01
2.04
2.04
1.93
1.94

1.9
2.05
2.05
1.84
2.06
1.98
2.07
1.86
2.13
2.16
2.05
2.06
2.09
2.03
2.11
1.84
1.95
2.07
2.01

2.23
2.17
2.11
2.01
2.06
2.34
23
2.26
23
2.17
2.01
1.98
2.31
23
2.24
2.09
2.13
2.17
2.23
2.1
1.9
2.14
1.95
2.13
2.29
1.85
2.31
24
2.35
2.41
2.32
2.39
2.03
2.05
2.34
2.39
243
1.74
1.64
1.97
2.28

42



2310
2355
2386
2447
2588
2590
2594
2622
2623
2628
2629
2642
2922
2941
2943
2946
2948
2954
2956

507.3
718
4243
803.4
298.6
1286.7
947.7
809.5
354.6
1490.6
1401.4
444
625
245.6
437.4
549.5
964.5
440.6
1166.9

2.01
2.07
1.91
1.93
2.06
2.06
1.97
2.11
2.02
2.01
2.04
2.14
2.07
1.88
1.97
1.8
2.12
1.98
1.98

2.29
2.32
1.99
1.89
2.59
2.28
1.84
237
2.54
1.64
2.04
2.34
243
2.25
1.77
24
2.22
1.84
1.84
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7.2.2 Evaluacion de calidad y ensamble de los genomas

Todas las lecturas crudas presentaron un puntaje de Phred superior a 30 (Figura 5) lo que que
indica una precision en la identificacion de los nucleétidos del 99.9%, garantizando la fiabilidad

de los datos para analisis posteriores.

FastQC: Mean Quality Scores

30

20

0bp 20bp 40 bp 60 bp 80 bp 100 bp 120 bp 140 bp

Figura 5. Resumen de los analisis de calidad de las lectura crudas. Se indica en las lineas verdes

el puntaje de calidad de Phred para cada secuencia en la zona con puntaje > 30.

Los parametros promedio de calidad de los ensamblajes genémicos obtenidos para las 136 cepas
de P. aeruginosa se resumen en la Tabla 6. El tamafio promedio de los genomas fue de 6.77 Mb,
con un contenido GC del 66 %. El nimero promedio de contigs fue de 91, con un valor de N50 de
285,542 pb yun L50 de 10. La cobertura gendmica promedio fue del 95.83 %, con una profundidad
de secuenciacion de 69x. Las secuencias correspondientes se encuentran disponibles en la base de
datos del NCBI con el namero de acceso: PRINAI1211528
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/?term=PRINA1211528). Los parametros de calidad de

cada genoma ensamblado se encuentran en el Anexo 2.
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Tabla 6. Parametros promedio de calidad de los genomas ensamblados de P. aeruginosa

Parametro Promedio (n = 136)
Tamafio de genoma (pb) 6,775,960
% GC 66
No. de contigs 91
N50 285, 542
L50 10
% Cobertura 95.83
Profundidad 69x

Objetivo 3
7.3 Analisis bioinformatico

7.3.1 Tipificacion de secuencias multilocus (MLST)

En el analisis de tipificacion multilocus (MLST), se identificaron 34 secuencias tipo (ST) en 127
cepas de estudio. En las 9 cepas restantes no se logro asignar una ST conocida, lo que sugiere que
podrian corresponder a ST no reportadas previamente. Las secuencias con ST nuevo se enviaron
a la base de datos PubMLST para la asignacion de nimero de ST. Las ST de mayor frecuencia en
las cepas de estudio fueron la ST 309 (n = 29), seguida de las ST 235 (n=14), ST 111 (n=13)y
ST 2731 (n=11). El resto de las ST se encontraron en menos de 10 cepas cada una (Figura 6). La

relacion completa entre las cepas analizadas y su correspondiente ST se detallan en el Anexo 3.
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Figura 6. Frecuencias de las secuencias tipo (ST) en las cepas de estudio.

7.3.2 Identidad Nucleotidica Promedio (ANI)

El analisis de ANI reveld la presencia de tres grupos de cepas con alta similitud genética interna
(ANI > 99 %). Los dos grupos mas numerosos presentaron entre si una similitud cercana al 98 %,
mientras que el grupo menor mostr6 una similitud inferior al 94 % respecto a los otros dos, (Figura

7)
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ANI (%)

Figura 7. Mapa de calor con los valores del ANI.

7.3.3 Pangenoma

En la Tabla 7 se resumen los resultados del andlisis del pangenoma de las 136 cepas de P.
aeruginosa. Se identificaron 13,961 genes distribuidos en cuatro categorias: core, soft core, shell
y cloud. Los genes core (4,283) y soft core (959) representan el 37.6 % del pangenoma; en
contraste, los shell genes (1,858) y cloud genes (6,861) constituyen el 62.5 %.

Tabla 7. Composicion del pangenoma de las cepas de estudio.

Genes No. % del total Presencia en cepas (%)
Core 4,283 30.7 99-100
Soft core 959 6.9 95-99
Shell 1,858 13.3 15-95
Cloud 6,861 49.2 0-15
Total 13,961 100 -
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7.3.3 Filogenia del genoma central

En el 4rbol de méaxima verosimilitud construido a partir de la filogenia del genoma central (Figura
8), se observa el alineamiento de las cepas de referencia (P. aeruginosa PAO1, PA14 y PA7) con

las cepas analizadas, lo que confirma su identidad. La cepa PA7 forma un clado con tres de las

cepas del estudio.
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Figura 8. Arbol filogenético de méaxima verosimilitud basado en el genoma central de las cepas

de estudio y las cepas de referencia (PAO1, PA14 y PA7).

48



El arbol no enraizado permitié visualizar la distribucion filogenética de las cepas analizadas.
Destaca la distancia evolutiva de la cepa PA7 con respecto a las demés (Figura 9A). Al representar
el arbol sin considerar la longitud de las ramas (Figura 9B), se observa la formacion de tres grupos
filogenéticos, los cuales corresponden a los linajes tipicos de P. aeruginosa representados por las
cepas de referencia PAO1, PA14 y PA7. Ademas, se identifico una cepa atipica ubicada entre los
grupos PA14 y PA7, que no se alinea con ninguno de los tres clados principales. El filogrupo
PAO1 mostr6 el mayor nimero de cepas (n = 79), seguido por PA14 (n = 53), mientras que PA7

presentd el menor numero de cepas (n = 3).

Tree scale: 0.1 ————

PA14

Figura 9. Arbol filogenético no enraizado construido a partir del genoma central de 136 cepas de
estudio. A. Arbol con escala que muestra la distancia evolutiva de la cepa PA7 respecto a las
demds. B. Representacion sin escala para facilitar la visualizacion de los agrupamientos. Se
observan tres grupos filogenéticos principales alineados con las cepas de referencia PAO1 (verde),

PA14 (azul) y PA7 (rojo).
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Al relacionar las ST con la ubicacion de las cepas en el arbol filogenético basado en el genoma
central (Figura 10), se observo que las ST mas frecuentes, como la ST309 y la ST235, se agrupan
dentro del filogrupo PA14. En contraste, las ST111 y ST2731 fueron las mas representativas en el
filogrupo PAOI. En el filogrupo PA7 se observa una mayor diversidad de ST, incluyendo dos

posibles nuevas secuencias tipo, asi como las ST2130 y ST73560.

En cuanto a la distribucion por centro hospitalario, las ST se encuentran dispersas entre los
distintos hospitales, sin que se observe una asociacion entre un tipo de secuencia especifico y un
hospital determinado, con excepcion de algunas cepas como la ST1662, que provienen del mismo

centro.
De manera similar, no se evidencié una asociacion clara entre los tipos de muestra y las ST, y se

observandose una distribucion heterogénea de los tipos de secuencia entre las distintas muestras

de origen.
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(e} AD

B Liquido pericardico

Figura 10. Cladograma de la filogenia del genoma central de las cepas de estudio anotado con el tipo de secuencia (ST), el centro

hospitalario de origen y el tipo de muestra.
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7.3.3 Filogenia basada en variantes

En el arbol de méxima verosimilitud basado en variantes (Figura 11A) conserva la definicion de
los tres filogrupos previamente identificados (PAO1, PA14 y PA7), en concordancia con el arbol
obtenido a partir del genoma central. El analisis del nimero total de variantes muestra una
acumulacion comparable de mutaciones entre cepas pertenecientes a un mismo filogrupo. El

filogrupo PA7 presenta la mayor carga mutacional respecto a PAO1 y PA14.

En cuanto al tipo de variantes (Figura 11B), las sustituciones de un solo nucleétido (SNV)
constituyen el tipo mds frecuente en los tres filogrupos. Sin embargo, las mutaciones estructurales
complejas, como reordenamientos genoémicos, son mas frecuentes en el filogrupo PA7, lo que
indica un mayor grado diversidad genética en este linaje. El nlimero y tipo de mutaciones

identificadas por cada cepa se detallan en el Anexo 4.

x

/ 4
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200000

Variantes
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[ Insercion
B mny *
[ snv *
Filogrupo

B rao1
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B ra7
[ sos

150000

10000
No. de mutaciy

5000

|

PA7 PA14 PAO1

Figura 11. Filogenia basada en variantes. A. Arbol de méaxima verosimilitud construido a partir
de las variantes gendmicas de las cepas de estudio. Se observan los tres clados principales
correspondientes a los filogrupos PAOI1 (verde), PA14 (azul) y PA7 (rojo). B. Distribucion

promedio del tipo de variantes por filogrupo.
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7.3.4 Resistoma

El analisis del resistoma (Figura 12) revelo que las cepas pertenecientes a los filogrupos PAO1 y
PA14 contienen al menos una copia de genes asociados a la inactivacion de aminoglucésidos, entre
ellos aac, aad'y aph. Se identifico la presencia de catB 'y fosA, genes relacionados con la resistencia
a fenicoles y fosfomicina, respectivamente. También se detect6 la presencia de genes de tipo dfr
en un conjunto de cepas, asociados con resistencia a trimetoprim. En contraste, las cepas del
filogrupo PA7 no presentaron este tipo de genes, con excepcion del gen crpP, asociado a la
resistencia a fluoroquinolonas, el cual también fue identificado en algunas cepas de los filogrupos

PAO1 y PAl4.

También se identificaron genes que codifican enzimas con actividad B-lactamasa. Todos los
genomas analizados contienen al menos una copia de genes del tipo blappc, los cuales codifican
una B-lactamasa de clase C asociada con resistencia a cefalosporinas. Ademas, en las cepas
pertenecientes a los filogrupos PAO1 y PA14 presentan genes de tipo blaox4, aunque ninguno de

ellos corresponde a variantes con actividad carbapenemasa conocida.

Se observo una distribucion filogenética diferenciada de los genes de resistencia; los genes blacges
se concentraron en las cepas del filogrupo PA14, mientras que los genes blayns fueron mas
frecuentes en cepas del filogrupo PAOL1. Por su parte, los genes blamp se encontraron dispersos
en ambos filogrupos. En contraste, las cepas del filogrupo PA7 no presentan genes que codifiquen
B-lactamasas adquiridas, lo que sugiere un perfil genético distinto respecto a los otros dos

filogrupos.

El anélisis de coordenadas principales (PCoA), basado en la presencia/ausencia de genes de
resistencia adquirida, permitié evaluar la correlacion entre el resistoma y la estructura filogenética
de las cepas de P. aeruginosa. En la Figura 13, se observa que los dos primeros componentes

principales explican el 16.88 % (PC1) y el 11.01 % (PC2) de la variabilidad total.

53



Las cepas pertenecientes al filogrupo PA14 muestran una mayor dispersion y en su mayoria se
agrupan hacia la parte derecha del grafico. Por el contrario, las cepas del filogrupo PAOL1 se
agrupan de forma mds compacta, y ocupan la parte izquierda. El filogrupo PA7 se sitlia en una

region intermedia del grafico, con baja dispersion, lo que indica menor variabilidad interna.
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Figura 12. Matriz de presencia/ausencia de genes de resistencia adquirida identificados en las
cepas de estudio, agrupadas segun su filogrupo. Se muestran inicamente genes con al menos una

copia presente en alguna de las cepas analizadas
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Figura 13. Anélisis de coordenadas principales (PCoA) de genes de resistencia adquirida de las
cepas de P. aeruginosa. El andlisis se basa en una matriz binaria de presencia/ausencia de genes y
los puntos se colorean segun el filogrupo filogenético (PAO1, PA14 y PA7). Los componentes
PC1y PC2 explican el 16.88 % y el 11.01 % de la variabilidad, respectivamente.

7.3.5 Analisis de mutaciones en oprD

El 62 % de las cepas analizadas no presentaron genes que codifican para carbapenemasas. Con el
fin de elucidar el posible mecanismo de resistencia en este grupo de cepas con fenotipo resistente,

se llevo a cabo un analisis de mutaciones en el gen oprD.

El cladograma generado a partir de las secuencias de oprD revel6 que el agrupamiento de las cepas

reproduce la estructura filogenética previamente definida en los analisis previos (Figura 14).
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El analisis de mutaciones en el gen oprD reveld que ninguna de las cepas posee la secuencia
silvestre, dado que todas presentan al menos una mutacion de cambio de sentido. Ademas, el 75 %
de las cepas exhiben mutaciones que potencialmente inactivan la funciéon de OprD, incluyendo
inserciones, mutaciones sin sentido y desplazamientos del marco de lectura. Es importante destacar

que las inserciones de transposones y secuencias de fago en oprD fueron exclusivas del filogrupo

PAOI.

Al comparar estos hallazgos con el perfil fenotipico de susceptibilidad, se observo que las cepas
susceptibles a ambos carbapenémicos no presentan ni genes de carbapenemasas ni mutaciones
potencialmente disruptivas en oprD. En constraste, mientras que las cepas resistentes a ambos

carbapenémicos exhiben al menos uno de estos dos mecanismos, o ambos en conjunto.

El andlisis de correlacion entre los mecanismos de resistencia y los valores de CMI reveld un
patron consistente entre genotipo y fenotipo (Figura 15). En el umbral de susceptibilidad para
imipenem y meropenem, se observa la ausencia de genes de carbapenemasas y la presencia de

mutaciones de cambio de sentido en oprD.

A medida que aumentan los valores de CMI, se empiezan a identificar mutaciones en oprD que
potencialmente inactivan la funcién de OprD, como mutaciones sin sentido y desplazamientos del
marco de lectura, las cuales se asociaron con fenotipos de susceptibilidad intermedia o resistencia

baja.
Los valores mas altos de CMI (>16 pg/mL para ambos antibidticos) se correlacionaron con la

presencia simultanea de mutaciones en oprD potencialmente inactivantes y genes codificantes para

carbapenemasas.
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Figura 14. Cladograma de las secuencias de oprD de las cepas de estudio y las cepas de referencia (PAO1, PA14 y PA7).
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Figura 15. Correlacion entre los mecanismos genéticos de resistencia y los valores de

concentracion minima inhibitoria (CMI) para imipenem y meropenem en las cepas de estudio.
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7.3.6 Docking molecular

Para profundizar en los posibles mecanismos de resistencia en cepas de P. aeruginosa que no
portaban genes codificantes de carbapenemasas ni presentaban pérdida de OprD, pero que aun asi
mostraban un fenotipo resistente a carbapenémicos, se realizaron andlisis de docking molecular y
asi evaluar si las variaciones en la proteina OprD podrian alterar la afinidad del canal por
carbapenémicos, sugiriendo un posible efecto funcional no detectado inicamente por la presencia

o ausencia de transcripcion.

Se seleccionaron cepas representativas que presentan un perfil resistente a carbapenémicos,
ausencia de genes que codifican carbapenemasas y una secuencia completa de la proteina OprD.

Las distribucion de las cepas seleccionada se muestra en la Tabla 8.

El modelado de las proteinas OprD mostré valores de pTMscore superiores a 0.88 en todas las
estructuras generadas, lo que indica una alta confianza en la precision de los modelos en relacion
con las estructuras nativas. En la Tabla 9 se presentan las estructuras tridimensionales predichas
de las proteinas OprD correspondientes a las cepas seleccionadas del estudio, asi como la cepa de

referencia P. aeruginosa PAOI, utilizada como control.

Tabla 8. Cepas seleccionadas para el analisis de docking molecular

Cepa Filogrupo Imipenem Meropenem Carbapenemasa OprD
221 PA7 S S Ausencia Completa
318 PAO1 R R Ausencia Completa
788 PA14 R R Ausencia Completa
808 - R R Ausencia Completa

S: susceptible; R: resistente.
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Tabla 9. Estructuras tridimensionales modeladas de la proteina OprD en cepas seleccionadas de

P. aeruginosa

Cepa
Filogrupo
pTMScore

Mutaciones

Estructuras

PAO1
PAO1
0.91
Sin

mutaciones

(wild-type)

788
PA14
0.88

Cambio de

sentido

808 318 221
- PAO1 PA7
0.91 0.91 0.88
Desplazamiento Desplazamiento
Cambio de
de marco de de marco de )
sentido
lectura lectura
(I\ﬂ

7
'; ) u\_

Los resultados del analisis de docking molecular (Figura 16) indican una alta afinidad de imipenem

y meropenem por la proteina OprD de la cepa de referencia PAO1, con energias de union de -7.5

y -9.0 kcal/mol, respectivamente. En el caso de la cepa 318, se observaron energias de union de -

7.0 kcal/mol (imipenem) y -8.5 kcal/mol (meropenem), a pesar de presentar mutaciones

potencialmente inactivantes en la secuencia de oprD. Energias de afinidad similares se registraron

para el resto de las cepas analizadas. Por otro lado, las simulaciones de docking molecular entre la

arginina y las proteinas OprD modeladas mostro energias de union cercanas a -6.0 kcal/mol en

todas las cepas seleccionadas, incluida la cepa de referencia PAO1.
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Figura 16. Energias de acoplamiento molecular (kcal/mol) entre las proteinas OprD modeladas y
los antibidticos imipenem y meropenem en cepas seleccionadas de P. aeruginosa. Una afinidad
similar fue observada para arginina en todas las cepas seleccionadas lo que valida el enfoque de

docking utilizado, dado que la arginina es un sustrato fisioldgico conocido de OprD.

Dado que OprD presenta una afinidad especifica por imipenem, se realizé un andlisis detallado de
las interacciones entre los residuos de la proteina con este antibidtico. En la cepa de referencia
PAOL, el imipenem interactiia a nivel estructural con los residuos del “bolsillo de union” y la
“escalera basica” de argininas (Figura 17A), mientras que en la cepa 318 con mutaciones
potencialmente inactivantes se conserva esta interaccion con esta zona de reconocimiento (Figura
17B). El imipenem interacciona a través de puentes de hidrogeno con los residuos del bolsillo de
uniodn y la escalera basica de OprD de PAOI, lo que sugiere que estas interacciones estabilizan la
union (Figura 17C). En la cepa 318 con OprD mutante la interaccion se da por interacciones
hidrofébicas con el bolsillo de union, sin embargo, hay interacciones hidrofobicas con la escalera

basica debido a la diferencia de posiciones de algunos residuos (Figura 17D).
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- Bolsillo de unién

/ PAO1 (-7.5 kcal/mol) 318 (-7.0 kcal/mol) B escateravisica

u Imipenem

D ------ Puente de hidrégeno

“m® Interaccién hidrofébica

Figura 17. Interacciones de imipenem con OprD. A. Interaccion de imipenem con la zona de reconocimiento de OprD PAOI. B.
Interaccion de imipenem con la zona de reconocimiento de OprD 318. C. Tipos de interacciones de imipenem con los residuos de la
zona de reconocimiento de OprD PAOI. D. Tipos de interacciones de imipenem con los residuos de la zona de reconocimiento de OprD

318.
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7.3.7 Presencia de genes de bombas de eflujo

La presencia de bombas de eflujo pertenecientes al grupo RND se conservo en todas las cepas de
estudio, excepto en tres cepas del filogrupo PAO1, donde no se detectaron genes para MexEF-

Opr] y MexXY (Figura 18).

. Presencia
|| Ausencia

ﬂﬂmm Aol

il

FEREEERE R ISR OO s s e

-—. |

Figura 18. Presencia de bombas de eflujo del grupo RND en las cepas de estudio.

7.4 Seleccion de cepas

La Tabla 10 presenta la distribucion de cepas seleccionadas conforme a los criterios previamente

definidos para el cumplimiento de los objetivos 4 y 5 del presente estudio.

63



Tabla 11. Cepas seleccionadas para los andlisis de cinética de crecimiento y expresion génica.

Cepa Filogrupo ST IPM MRP Carbapenemasa OprD Bombas de
eflujo
70 PAO1 612 S S X Completa v
74 PAO1 274 S S X Completa
92 PAOL1 1662 R I v Completa N4
221 PA7 3560 S S X Completa v
281 PA14 309 S S X Completa N4
318 PAOL1 2731 R R J Completa N4
787 PA14 111 R R N4 Parcial N4
990 PAOI1 2731 R R N4 Completa N4
1778 PAOL1 111 R R X Completa N4
1841 PA14 309 R R N4 Parcial N4
1871 PAOL1 3519 S S X Completa J
1878 PAOL1 3519 R R X Completa N4
1940 PAOL1 169 R I X Parcial N4
1942 PAOL1 274 R R X Completa N4
1959 PA7 Novel S R X Parcial v
1962 PA14 309 R R X Completa J
2218 PA14 308 R I X Parcial N4
2948 PA14 309 I I X Parcial N4

ST: secuencia tipo; [PM: imipenem; MRP: meropenem; S: susceptible; R: resistente; [: intermedio;

V' presencia; X: ausencia.
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Objetivo 4
7.5 Cinética de crecimiento

El andlisis de las curvas de crecimiento bacteriano bajo tres condiciones experimentales —sin
antibidtico, en presencia de imipenem y en presencia de meropenem— evidenci6d diferencias
fenotipicas asociadas a la presencia de genes que codifican para carbapenemasas (Figura 19A).
Las cepas portadoras de estos genes presentaron una fase lag mas corta que las cepas que no poseen
genes que codifican carbapenemasas (Figura 19B). Con base en estos perfiles de crecimiento, y tal
como se indica mediante flechas en las curvas, se defini6 el punto de muestreo para la extraccion
de ARN durante la fase exponencial de crecimiento, el cual fue ajustado individualmente para cada
cepa y condicion de tratamiento. Las curvas de crecimiento correspondientes a cada cepa bajo las
tres condiciones (sin antibidtico, con imipenem y con meropenem), asi como los tiempos

especificos de extraccion de ARN se encuentran en el Anexo 5.

La mayoria de las cepas mostraron tasas de crecimiento mas altas en ausencia de carbapenémicos,
especialmente aquellas que no portan genes que codifican carbapenemasas, lo cual es consistente
con su sensibilidad al antibidtico. No obstante, en cepas que si poseen genes que codifican
carbapenemasas, se observo que la tasa de duplicacion celular en presencia de imipenem o
meropenem fue comparable, e incluso superior a la observada en medios sin antibioticos (Figura
20). Los valores de tasa de crecimiento de cada cepa en las tres condiciones (sin antibidtico, con

imipenem y con meropenem) se detallan en el Anexo 6.

Ademas de la tasa de crecimiento, se evaluo el crecimiento acumulado mediante el calculo del area
bajo la curva (AUC). En general, las cepas mostraron valores de AUC mas elevados en condiciones
sin antibidtico, lo que refleja un crecimiento 6ptimo en ausencia de estrés antimicrobiano. No
obstante, se observé que las cepas portadoras de genes que codifican carbapenemasas mantvieron,
e incluso superaron, sus valores de AUCs en presencia de imipenem o meropenem, en
comparacion con cepas que no tienen genes que codifican estas enzimas (Figura 21). Los valores
individuales del AUC para cada cepa bajo las tres condiciones (sin antibidtico, con imipenem y

con meropenem) se detallan en el Anexo 7.
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Figura 19. Curvas de crecimiento de cepas seleccionadas en presencia y ausencia de

carbapenémicos. Las flechas indican el momento de recoleccion de ARN durante la fase

exponencial. A. Cepas con genes que codifican carbapenemasas. B. Cepas sin genes que codifican

carbapenemasas
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Figura 20. Tasa de crecimiento (h *') para las cepas seleccionadas en ausencia y presencia de

carbapenemlco.
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Figura 21. Valores de AUC (OD h') que refleja el crecimiento total acumulado para cada cepa

seleccionada en ausencia y presencia de carbapenémico.
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Objetivo 5
7.6 Analisis de expresion génica

7.6.1 Expresion génica en ausencia de antibiotico

Se construyé un mapa de calor que representa el logaritmo base 2 del fold change
(logzFoldChange) de la expresion génica de las cepas seleccionadas en comparacion con la cepa

de referencia PAO1 de P. aeruginosa, bajo condiciones sin exposicion a antibidtico (Figura 22).

El analisis mostr6 que el gen oprD se encontr6 subexpresado en el 100 % de las cepas analizadas
(18/18). Los genes mexA y mexY presentaron sobreexpresion en el 38.89 % de las cepas (7/18),
mientras que mexC mostrd sobreexpresion en el 16.67 % (3/18). El gen mexE no exhibid
sobreexpresion en ninguna de las cepas analizadas. Los valores de logoFoldChange de cada cepa

y su interpretacion se encuentran en el Anexo 8.

Al asociar el valor de expresion génica con el perfil de susceptibilidad, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los distintos fenotipos (susceptible, intermedio,

resistente) (p > 0.05) (Figura 23).

La expresion de mexA4 fue mayor en el filogrupo PAO1 (mediana logzFoldChange = 1.5017 ) que
en el filogrupo PA14 (mediana logoFoldChange = -5.8659) p = 0.0136). No se detectaron
diferencias significativas en la expresion de oprD, mexC, mexE y mexY entre los filogrupos PAOL,

PA14y PA7 (p>0.05) (Figura 24).

Al analizar el tipo de mutaciones en el gen represor mexR, del sistema de eflujo MexAB-OprM,,
reveld que dichas mutaciones no se distribuyen de manera aleatoria entre los filogrupos de P.
aeruginosa (PAO1, PA14, PA7) (p = 0.008551) ya que tienden a conservarse entre cepas
pertenecientes a un mismo linaje. Las cepas del filogrupo PAO1 presentaron una mayor diversidad
en el tipo de mutaciones que potencialmente inactivan la funcion MexR, mientras que todas las

cepas del filogrupo PA 14 presentaron mutaciones sindnimas (Figura 25).
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En el mapa de calor construido a partir de los datos de expresion génica, se observo una tendencia
a la agrupacion de cepas con tasas de crecimiento elevadas en la parte superior del mapa de calor,
mientras que las cepas con crecimiento mas lento se agruparon en la parte inferior. Se identifico
una correlacién estadisticamente significativa entre la expresion del gen oprD y la tasa de
crecimiento celular (tho = +0.48, p = 0.045). En contraste, no se observd una asociacion
significativa entre los valores del area bajo la curva y los niveles de expresion de oprD o genes de

bombas de eflujo (mexA4, mexC, mexE'y mexY) (p > 0.05).
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Figura 22. Mapa de calor que muestra el log.FoldChange de la expresion génica relativa a la

cepa de referencia PAO1 en condiciones sin antibiotico.
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Figura 23. Boxplot del log>Fold Change por perfil de susceptibilidad para cada gen de estudio.

(p>0.05).
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Figura 24. Boxplot del log>Fold Change por filogrupo para cada gen de estudio. Hay diferencia

significativa entre la expresion de mex4 en el filogrupo PAO1 y PA14 (p = 0.008551).
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Figura 25. Distribucion del tipo de mutacion del gen represor mexR por filogrupo. El tipo de

mutacion varia por filogrupo (p = 0.008551).

7.6.2 Expresion génica en presencia de imipenem

Se evaluo la expresion génica las cepa seleccionadas frente a imipenem mediante un andlisis

intracepa, al comparar la expresion génica en presencia y ausencia del antibiotico.

El mapa de calor generado (Figura 26) a partir de los datos de expresion génica revela que no
existe un patréon uniforme para los genes evaluados (oprD, mexA, mexY, mexC, mexE), ya que se
observan tanto eventos de sobreexpresion como de subexpresion en todos los casos. En presencia
de imipenem, el gen oprD se encontrd subexpresado en el 22 % de las cepas analizadas (4/18),
mientras que presentd sobreexpresion en el 50 % (9/18). El gen mexA mostrd sobreexpresion en el
39 % de las cepas (7/18), mexY en el 67 % (12/18), mexC en el 61 % (11/18), y mexE en el 56 %
(10/18). Los valores de logoFoldChange de cada cepa en presencia de imipenem y su interpretacion

se encuentran en el Anexo 10.
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Al asociar los niveles de expresion de estos genes en presencia de imipenem, con el perfil de
susceptibilidad de las cepas seleccionadas, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los distintos fenotipos (p > 0.05). En la Figura 27 se observa un umbral de
sobreexpresion mas elevado en comparacion con la expresion basal, que tendia a estar mayormente

subexpresada.

En presencia de imipenem, se observo una diferencia signficativa en la expresion de mexA entre
filogrupos expresion de mexA fue mayor en el filogrupo PA14 (mediana logoFoldChange =
3.8166) que en el filogrupo PAO1 (mediana logoFoldChange = -1.0967) (p = 0.0136). No se
observaron diferencias significativas en la expresion de oprD, mexC, mexE y mexY entre los

filogrupos PAO1, PA14 y PA7 en presencia de imipenem (p>0.05) (Figura 28).

La tasa de crecimiento y el AUC en presencia de imipenem no mostré una correlacion

estadisticamente significativa con la expresion de oprD, mexA, mexC, mexE 'y mexY (p > 0.05).
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Figura 26. Mapa de calor que muestra el log.FoldChange de la expresion génica relativa de cada

cepa en exposicion a imipenem comparado con la misma cepa en ausencia de este.
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Figura 27. Boxplot del logoFold Change por perfil de susceptibilidad para cada gen de estudio.

No hay diferencias significativas entre el fenotipo y la expresion de los genes de estudio (p > 0.05).
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Figura 28. Boxplot del log>Fold Change por filogrupo en presencia de imipenem para cada gen

de estudio. Hay diferencia significativa entre la expresion de mex4 en el filogrupo PAO1 y PA14

(p=0.01364).
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7.6.2 Expresion génica en presencia de meropenem

Se evaluo la expresion génica de cada una de las cepas seleccionadas frente a meropenem mediante
un analisis intracepa, y se compard la expresion génica en presencia y ausencia del antibidtico

(Figura 29).

El analisis revel6 heterogeneidad en el patron de expresion de los genes evaluados (oprD, mexA,
mexY, mexC, mexE), y se observd tanto sobreexpresion como subexpresion entre las distintas
cepas. En presencia de meropenem, el gen oprD se encontrd subexpresado en el 28 % de las cepas
analizadas (5/18), mientras que presentd sobreexpresion en el 44 % (8/18). El gen mexA mostrd
sobreexpresion en el 39 % de las cepas (7/18), mexY en el 28 % (5/18), mexC en el 56 % (10/18),
y mexE en el 39 % (7/18). Los valores de log2FoldChange de cada cepa en presencia de imipenem

y su interpretacion se encuentran en el Anexo 9.

No hubo una asociacion del perfil de susceptibilidad con la expresion de los genes de estudio
(oprD, mexA, mexY, mexC, mexE) ya que no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los distintos fenotipos (susceptibilidad, intermedio y resistencia) (p > 0.05).

(Figura 30).

Al comparar la expresion génica entre los diferentes filogrupos (PAOI1, PA14 y PA7), no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en presencia de meropenem. Esto contrasta
con las condiciones basales y con imipenem, donde mex4 mostré diferencias significativas entre

filogrupos (Figura 31).

La tasa de crecimiento y el AUC en presencia de meropenem no mostré una correlacion

estadisticamente significativa con los perfiles de expresion génica (p > 0.05).
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Figura 29. Mapa de calor que muestra el log.FoldChange de la expresion génica relativa de cada

cepa en exposicion a meropenem comparado con la misma cepa en ausencia de éste.
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Figura 30. Boxplot del logoFold Change por perfil de susceptibilidad para cada gen de estudio
baja presencia de meropenem. No hay diferencias estadisticamente significativas entre el

fenotipo y la expresion de los genes de estudio (p > 0.05).
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Figura 31. Boxplot del logoFold Change por filogrupo en presencia de meropenem para cada gen

de estudio. No hay diferencias significativas entre el fenotipo y la expresion de los genes de estudio
(p > 0.05).
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7.6.3 Expresion génica diferencial en ausencia de antibiotico, en presencia de
imipenem y en presencia de meropenem

Se evalu si existian diferencias en la expresion génica bajo distintas condiciones: sin antibiotico,

con imipenem y con meropenem. En mex4 no se detectaron diferencias significativas en la

expresion génica entre las condiciones analizadas (p > 0.05). En mexC se detectaron diferencias

significativas entre condiciones sin antibidtico y en presencia de imipenem (p = 0.026), asi como

entre condiciones sin antibidtico y en presencia de meropenem (p = 0.036). En mexE también

detectaron diferencias significativas entre condicion si antibiotico y en presencia de meropenem

(p = 0.0067) y entre sin antibidtico y en presencia de imipenem (p = 0.0039). En mexY no se

detectaron diferencias significativas en la expresion génica entre condiciones (p > 0.05). En oprD

se detectaron diferencias significativas en condiciones sin antibidtico y con presencia de imipenem

(p=0.00120) y entre condiciones sin antibidtico y presencia de meropenem (p =. 0.00061) (Figura

32).
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Figura 32. Boxplot del logoFold Change en ausencia de antibidtico, en presencia de imipenem y

meropenem para cada gen de estudio.

IMI: imipenem, MRP: meropenem, sin AB: sin antibiotico.
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8. DISCUSION

P. aeruginosa resistente a carbapenémicos representa una de las especies bacterianas prioritarias
de estudio debido a su capacidad intrinseca y adquirida para resistir multiples clases de
antibioticos. En este estudio, se analiz6 el impacto de las porinas y de las bombas de eflujo en los

mecanismos de farmacorresistencia en cepas de P. aeruginosa aisladas de hospitales en México.

La secuenciacion de genoma completo se ha consolidado como herramienta fundamental para el
analisis de la diversidad filogenética y la caracterizacion de mecanismos de resistencia en bacterias
de interés clinico (51-53). Estudios previos que emplearon la tecnologia de Illumina reportaron
genomas de P. aeruginosa con un tamafio promedio de 6.3 Mbp, un contenido GC del 66 % y un
valor de N50 cercano a 115 kbp (54,55). En el presente estudio, se obtuvieron valores similares

con tamafio promedio de 6.7 Mbp, un contenido GC del 66 % y un valor de N50 de 285 kbp.

En este estudio se identifico a la ST309 como la mas frecuente entre las cepas analizadas. La
ST309 ha sido previamente reportada como una de las de mayor prevalencia en México y se asocia
con un fenotipo de multirresistencia a farmacos (56). Ademas, su presencia ha sido documentada
en Asia, Europa, Oceania y en diversos paises de América. Esta clona se ha caracterizado por
portar enzimas -lactamasas del tipo GES, las cuales ha sido asociadas con resistencia al

meropenem (57).

En un estudio realizado en Ecuador, que incluy6 cepas clinicas de P. aeruginosa aisladas en
Ecuador, se reportaron identificaron 24 ST distintosdiferentes, y entre las cuales las ST3750 y
ST253 fueron las mas frecuentesemente reportadas, seguidas de por la ST235. Esta tltima es
representa la clona de alto riesgo de mayor prevalencia a nivel mundial (58) (59). En el presente
trabajoestudio, no se detectd la ST3750; sin embargo, ésta pertenece al complejo clonal ST111,
que es consideradoclasificado como de alto riesgo, de con alta prevalencia a nivel mundialglobal,
y que ya ha sidopreviamente identificadoa en México (60). En el presente estudio, se detectaron

13 cepas de pertenecientes a la ST111.
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La diversidad de ST observada entre los distintos centros hospitalarios sugiere un comportamiento
no clonal de las cepas analizadas, dada la variabilidad genética detectada entre los distintos
hospitales. Cabe destacar la deteccion de la ST309 en multiples hospitales, lo cual podria indicar

un posible fenomeno de diseminacion interhospitalaria (56, 61).

Los 136 genomas de P. aeruginosa analizados en este estudio, todos recuperados en México, se
agruparon en tres filogrupos principales: PAO1, PA14 y PA7. Esta distribucion ha sido reportada
previamente en estudios realizados en diversas regiones geograficas. Por ejemplo, un estudio
incluy6 82 genomas provenientes de varios paises, entre ellos Australia e India, y otro analiz6 389
genomas depositados en la base de datos del International Pseudomonas Consortium Database,
provenientes de 35 paises. Estos hallazgos respaldan la estructura filogenética observada en el
presente estudio y sugieren que la distribucion en los filogrupos PAO1, PA14 y PA7 se mantienen

de forma consistente en cepas de diferentes regiones geograficas (62,63).

Entre los filogrupos identificados, el filogrupo PA7 destacd por presentar una mayor diversidad
genética, evidenciada por una mayor abundancia de variantes, incluidas las sustituciones de un
solos nucledtido (SNVs), sustituciones de multiples nucledtidos (MNVs) y reordenamientos

genéticos, en comparacion con las cepas del pertenecientes a los filogrupos PAO1 y PA14.

Estudios previos han sefialado que las cepas del filogrupo PA7 carecen del grupo de genes que
codifica el sistema de secrecion tipo III, lo que refleja su marcada divergencia genética con

respecto a otros linajes de P. aeruginosa (63).

La divergencia de PA7 también se ve reflejada en los valores del ANI, ya que las cepas de este
filogrupo mostraron un porcentaje de identidad promedio menor al 94 % respecto a las cepas de
los otros filogrupos. Estos resultados coinciden con estudios anteriores que reportan una similitud

genética de 93.5 % entre la cepa PA7 y las cepas PAO1 y PA14 (64).

La presencia de genes tipo blaoxs fue frecuente en los filogrupos PAO1 y PA14. La mayoria de
estos genes pertenecen a la familia blaox-50, conformada por variantes alélicas de este gen que son

conservados en P. aeruginosa y no codifican enzimas con actividad carbapenemasa (65).
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En este estudio se detectd el gen blages en cepas pertenecientes al filogrupo PA14, blay en cepas
del filogrupo PAOI y blamp se detectd en ambos filogrupos. Un estudio previo realizado en
Pakistan, que analizd 142 cepas clinicas de P. aeruginosa, identificd una asociacioén entre la
presencia de genes codificantes de enzimas B-lactamasas (blages, blayiu, blamp, blaox4) y los
filogrupos PAO1 y PA14, con base en un andlisis de coordenadas principales (PCoA) (66). Estos
resultados coinciden con los hallazgos del presente estudio, en el que también se observd una
agrupacion de los genes de resistencia (blaces, blaviu, blamp, blaoxs) segun el filogrupo (PAOIL,

PA14 y PA7) en el andlisis de PCoA.

Estudios previos han caracterizado los mecanismos de resistencia en cepas clinicas de P.
aeruginosa y han reportado que entre el 60 % y el 70 % de las cepas resistentes a carbapenémicos
carecen de genes codificantes para carbapenemasas (67). Estos resultados son consistentes con los
resultados del presente estudio, en el cudl se observd que el 62 % de las cepas resistentes a
carbapenémicos no portaban genes asociados a la produccion de carbapenemasas. Este resultado
sugiere la existencia de mecanismos de resistencia alternativos o compensatorios en ausencia de

estas enzimas.

La inactivacion de porinas, principalmente de OprD, es otro mecanismo de resistencia en P.
aeruginosa. Estudios previos han reportado que aproximadamente el 68 % de las cepas presentan
mutaciones en oprD que potencialmente afectan su funcion, incluyendo inserciones, mutaciones
sin sentido y desplazamientos del marco de lectura. En el presente estudio se observé un porcentaje
similar, ya que el 75% de las cepas analizadas presentaron mutaciones que potencialmente
inactivan la funcionalidad de OprD (66, 67). Ademas, se identificaron inserciones de elementos
moviles en oprD en cepas del filogrupo PAO1, descrito previamente como un mecanismo comun
de inactivacion de esta porina, lo que refuerza la existencia de patrones genéticos asociados a la

estructura filogenética (68).
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En el andlisis de correlacion entre mecanismos de resistencia y la CMI, se observd que las
mutaciones sin sentido y los desplazamientos de masrco de lectura en oprD se asocian con valores
intermedios de CMI. No obstante, la combinacion de estas mutaciones con la presencia de genes
que codifican carbapenemasas se relacionod con valores elevados de CMI. Estudios previos han
sugerido un efecto sinérgico entre pérdida de OprD y produccion de carbapenemasas en cepas con

altos niveles de resistencia, con CMI >16 pg/ml (67, 69).

Por otro lado, los estudios de docking mostraron que las cepas que conservan el OprD completo
mantienen la afinidad por imipenem y meropenem, lo cual subraya el papel esencial de esta porina
en la permeabilidad de la membrana externa frente a carbapenémicos (70). Las interacciones
moleculares mostraron afinidades similares entre cepas con mutaciones y la cepa de referencia
PAOI, lo cual sugiere que no todas las mutaciones predichas como inactivantes afectan
directamente el sitio de union del antibidtico. De hecho, se ha descrito previamente que ciertas

mutaciones en OprD puede no comprometer la funcionalidad de la proteina (71).

En este estudio se observo expresion de oprD en el 100% de las cepas analizadas, sobreexpresion
de los genes mexA (38.89%), mexC (16.67%) y mexY (38,89%), mientras que no se detectd
sobreexpresion de mexE bajo condiciones sin antibiotico. En un estudio realizado en Egipto, se
analizo la expresion de oprD y los genes de bombas de eflujo (mexA4, mexC, mexE y mexY) en 634
cepas clinicas de P. aeruginosa y no se encontr6 subexpresion en oprD, mientras que si se encontrd
sobreexpresion de mexA (21.8%), mexC (75%), mexE (18.7%) y mexY (62%) (46). En
comparacion con los resultados del presente estudio, no se observa similitud en los porcentajes de
cepas que presentan sobreexpresion. Otro estudio analizo la expresion de oprD y mexY de 80 cepas
clinicas de P. aeruginosa resistente a carbapenémicos, bajo condiciones sin estimulo (sin
antibiotico) y se observo subexpresion de oprD (55%) y sobrexpresion de mexY (2.5%) (73). La
frecuencia de subexpresion de oprD y sobreexpresion de mexY fue menor a la observada en el
presente estudio, lo que podria deberse a diferencias genéticas en las cepas de este estudio al haber
una regulacion intrinseca ya generalizada sin la necesidad de exposicion al antibidtico. Otra
posible explicacion para las discrepancias observadas en la frecuencia de cepas subexpresando
oprD y sobrexpresion de los genes de bombas de flujo (mexA, mexC, mexE'y mexY) entre distintos

estudios es la falta de estandarizacion en los puntos de corte utilizados para definir sobreexpresion.
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En las investigaciones revisadas se emplearon umbrales diferentes de sobreexpresion, lo que
dificulta una comparacion directa de los resultados (46). Ademads, varios estudios previos no
especifican los criterios empleados para clasificar los niveles de expresion génica en las cepas, lo

que representa una limitacion en la comparacion entre resultados (73).

La expresion de oprD y de los genes de bombas de eflujo (mexA, mexC, mexE y mexY) analizados
no mostrd una asociacion estadisticamente significativa con los fenotipos de resistencia de las
cepas (p > 0.05). Este hallazgo concuerda con lo reportado en un estudio previo, en el que tampoco
se encontrd correlacion entre la expresion de mexY y mexA con la resistencia a meropenem e
imipenem (46). En un trabajo realizado en un hospital de México, se demostro la sobreexpresion

de mexA 25 % se asoci6 a un aumento de la CMI en cepas resistentes a carbapenémicos (74).

Algunos autores han sefialado que la concordancia entre metodologias fenotipicas y genotipicas
solo se ha observado en cepas de referencia o de laboratorio caracterizadas, pero no en aislados

clinicos, donde la diversidad genética da lugar a una mayor variabilidad fenotipica (75-77).

Adicionalmente, se analiz6 si la expresion de los genes de estudio varia conforme entre los
filogrupos PAO1, PA14 y PA7, y se encontrd que las cepas pertenecientes al filogrupo PAO1
tienen mayor expresion del gen mexA que las cepas del filogrupo PA14 (p = 0.0103).

No se encontraron estudios que comparen de manera sistematica la expresion de genes de bombas
de eflujo entre diferentes filogrupos de P. aeruginosa; Sin embargo, en un estudio realizado en un
hospital de México, se reportd que sustituciones nucleotidicas en mexR, el gen regulador de
MexAB-OprM, se mantenian en los linajes genéticos. En el presente estudio, también se observo
que se mantuvieron linajes genéticos, ya que mutaciones de cambio de sentido en el gen mexR solo

se encontraron en las cepas de filogrupo PAO1 (74).

La sobreexpresion de oprD se correlaciond con la tasa de crecimiento. Esta asociacion es coherente
con el rol fisioldgico de OprD, ya que ademas de ser la principal porina implicada en la entrada de
carbapenémicos, también facilita el transporte de nutrientes como aminoacidos basicos. Por tanto,

cepas con mayor expresion de oprD podrian beneficiarse de una mayor captacion de nutrientes, lo

82



cual podria impactar positivamente en su tasa de crecimiento. Este resultado también indica que
la pérdida o disminucién de la expresion de oprD si bien contribuye a la resistencia, podria
representar un costo bioldgico en términos de eficiencia metabdlica o velocidad de crecimiento,

como se ha reportado en otros estudios sobre la fisiologia de P. aeruginosa (78 - 80).

Se observo un aumento en el nimero de cepas que sobre expresaron genes de bombas de eflujo en
presencia de cualquiera de los dos carbapenémicos evaluados. Este hallazgo concuerda con
estudios previos que han sefialado que la expresion de estos genes puede estar modulada por
factores ambientales de estrés, como la limitacion nutricional o la exposicion a antimicrobianos
(81). No obstante, hasta el momento no se han reportado estudios que evalten la expresion de

bombas de eflujo en presencia de carbapenémicos en cepas clinicas de P. aeruginosa.

Si bien OprD es reconocida como la principal porina de entrada para imipenem en P. aeruginosa,
y su pérdida o subexpresion se ha asociado con resistencia a carbapenémicos, en este estudio se
observd que algunas cepas mostraron sobreexpresion de oprD al ser expuestas a imipenem y
meropenem (22% y 28% respectivamente), incluso cuando mostraban un fenotipo resistente a
ambos antibidticos. La sobreexpresion observada podria deberse a una respuesta inducida al estrés
antibidtico. La exposicion a imipenem podria activar reguladores que aumenten la transcripcion
de oprD, como parte de una respuesta adaptativa a condiciones de estrés. Esto ha sido descrito en
otros contextos, donde ciertos genes relacionados con permeabilidad incrementan su expresion en
presencia de antibidticos, posiblemente como un intento de compensar alteraciones fisioldgicas
mas amplias. Otra posibilidad es que la sobreexpresion detectada no se traduzca en una proteina
funcional, ya que algunas de estas cepas presentan mutaciones en oprD que alteran su estructura
o funcion lo cual explicaria la resistencia fenotipica observada a pesar de la sobreexpresion a nivel
transcripcional. Ademas, la sobreexpresion observada podria representar un evento especifico del
ciclo de respuesta bacteriana y no reflejar una adaptacion estable en el tiempo. Este hallazgo
subraya la necesidad de estudios longitudinales que incluyan multiples puntos temporales de
muestreo, a fin de caracterizar con mayor precision los patrones de regulacion de oprD en respuesta

a la presion de los antibioticos (78, 79, 82).
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Este estudio presenta algunas limitaciones que deben considerarse al interpretar los resultados. En
primer lugar, se utilizaron diferentes concentraciones de antibiotico basadas en la CMI individual
de cada cepa, lo que dificulta la comparacion del efecto inductor o estimulante del antibidtico sobre
la expresion de bombas de eflujo y oprD entre cepas. Ademas, el tamafio de muestra para el analisis
de expresion génica fue reducido (n = 18), lo que limita el poder estadistico del andlisis, ya que las
pruebas de correlacion requieren un mayor numero de observaciones para lograr una mayor

robustez.
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9. CONCLUSIONES

Las cepas de P. aeruginosa analizadas presentan una alta tasa de resistencia
antimicrobiana, particularmente a fluoroquinolonas (100% para LVX'y 71% para CIP) y
aminoglucoésidos (100% a TOB y 64% a AMK), ademas de resistencia a carbapenémico
Las cepas de P. aeruginosa estudiadas se agrupan filogenéticamente en los filogrupos
PAOI1, PA14 y PA7, siendo este tltimo identificado como un linaje divergente con menor
similitud genética respecto a los otros dos.

Las mutaciones en el gen oprD que potencialmente inactivan su funcidon (mutaciones sin
sentido o de desplazamiento de marco de lectura) se asociaron a perfiles de resistencia a
carbapenémicos, mientras que mutaciones de cambio de sentido se relacionaron con
perfiles de susceptibilidad a carbapenémicos.

La presencia de genes codificantes para carbapenemasas se asociaron con una fase lag
bacteriana similar en condiciones de presencia y ausencia de carbaénémicos, sugiriendo un
impacto reducido de estos antibioticos en el crecimiento de las cepas productoras de estas
enzimas.

En contraste, la ausencia de genes codificantes para carbapenemasas se relaciond con una
fase lag mas prolongada en presencia de carbapenémicos, lo que sugiere una mayor
afectacion del crecimiento bacterianp en estas condiciones.

La expresion del gen mexA, tanto en ausencia de antibidtico como en presencia de
imipenem, mostro una asociacion significativa con el linaje filogenético de las cepas.

La exposicion a carbapenémicos indujo la sobreexpresion de genes codificantes de bombas
de eflujo, lo que indica un posible efecto adaptativo de las mismas en respuesta al estrés

inducido por el antibidtico.
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Anexo 1. Secuencias de oligonucleétidos utilizados en el estudio.

ANEXOS

Gen Secuencia 5° > 3’
5 F:CTACGGCTACGGCGAGGAT
opr.
P R:GACCGGACTGGACCACGTACT
y F:AACCCGAACAACGAGCTG
mex.
R:ATGGCCTTCTGCTTGACG
c F:GGAAGAGCGACAGGAGGC
mex
R:CTGCACCGTCAGGCCCTC
F: TACTGGTCCTGAGCGCCT
mexE
R:CAGCGGTTGTTCGATGA
- F:CCGCTACAACGGCTATCCCT
mex
R:AGCGGGATCGACCAGCTTTC
F:CCGCTACAACGGCTATCCCT
rpsL

R:AGCGGGATCGACCAGCTTTC
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Anexo 3. Parametros de calidad de los genomas secuenciados.

Cepa No. contigs Tamaiio (bp) GC (%) N50 N90 LS50 L90 Cobertura (%) Profundidad (x)
56 118 6837302 66.14 170165 56194 15 40 96.11 91.25
70 46 6294002 66.42 362902 83198 7 21 95.3 76.88
74 64 6084458 66.51 202402 49308 11 35 96.17 65.56
76 122 6829495 66.15 163436 56736 13 40 96.27 64.26
77 78 6701535 6591 237761 71135 9 27 96.12 92.33
78 71 6704066 6591 270742 81812 9 24 95.31 79.06
92 83 6697594 65.92 231958 58161 10 30 95.29 56.62
127 81 6698945 65.92 263195 63711 9 28 96.11 82.89
180 81 6710801 66.09 295112 71271 8 27 95.31 69.18
220 98 6943609 65.86 316897 57403 8 33 96.06 64.1
221 36 6187628 66.8 449091 173632 5 14 96.07 57.61
249 80 6719363 66.17 274195 67355 8 27 96.41 100.57
250 68 6729362 66.16 287357 85110 9 23 96.35 78.4
264 97 6949978 65.97 370215 71082 6 24 96.08 77.18
265 72 7078871 65.77 271547 90310 9 28 96.35 81.54
281 63 6837179 66.14 357342 82967 7 22 96.35 72.65
282 91 7240344 6591 237255 69059 11 33 96.35 80.53
283 96 6964038 65.99 219563 65468 11 33 96.35 85.54
296 109 6926784 66.01 164590 51254 13 37 96.35 84.11
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Anexo 3. Secuencias tipo de las cepas de estudio.

Cepa ST Cepa ST Cepa ST Cepa ST
56 235 808 2130 1702 111 1985 3024
70 612 990 2731 1703 111 1986 169
74 274 993 233 1777 309 1989 Novel
76 235 1038 1662 1778 111 1993 309
77 1662 1043 235 1783 111 1994 2865
78 1662 1060 233 1784 2731 2008 235
92 1662 1062 309 1785 309 2014 235
127 1662 1063 1662 1788 235 2023 233
180 309 1087 235 1803 309 2218 308
220 3205 1189 235 1815 Novel 2224 308
221 3560 1395 235 1819 309 2237 3959
249 235 1489 233 1826 569 2238 3045
250 235 1516 389 1837 569 2240 3045
264 309 1545 274 1838 776 2276 155
265 111 1553 309 1839 776 2279 155
281 309 1573 233 1841 309 2280 2731
282 Novel 1574 309 1842 Novel 2310 235
283 Novel 1590 309 1847 Novel 2355 235
296 235 1593 309 1868 111 2386 111
317 2731 1597 4010 1869 111 2447 111
318 2731 1601 309 1871 3519 2588 3045
319 2731 1609 309 1878 3519 2590 209
321 2731 1669 309 1884 2336 2594 3045
618 253 1670 675 1885 2336 2622 309
629 253 1675 675 1886 2683 2623 309
660 3045 1676 1601 1894 2683 2628 2731
665 233 1681 233 1940 169 2629 2731
787 111 1683 2731 1942 274 2642 309
788 1284 1685 309 1943 309 2922 309
789 111 1686 309 1944 309 2941 309
790 111 1687 244 1959 Novel 2943 252
805 3579 1689 244 1960 Novel 2946 309
806 1336 1690 244 1961 274 2948 309
807 3579 1701 111 1962 309 2956 2731

ST: Secuencia Tipo
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Anexo 4. Numero del tipo de mutaciones de las cepas.

Tipo de mutaciones

Cepa
COMPLEJAS DEL INS MNV SNV
56 4006 252 299 211 44859
70 1476 166 166 104 23425
74 1474 158 169 52 23255
76 4015 254 301 246 44975
77 1482 166 170 127 23626
78 1474 163 166 93 23565
92 1460 164 171 100 23559
127 1495 165 174 121 23630
180 3816 266 308 288 44713
220 1629 160 181 90 24326
221 47271 761 600 2836 143873
249 3976 251 306 357 45061
250 3991 252 310 312 45001
264 3862 263 309 257 44811
265 1954 165 206 158 25512
281 3830 271 322 334 45020
282 5212 304 366 286 53320
283 5185 311 368 361 53440
296 3995 251 304 256 44940
317 1597 186 186 104 24331
318 1641 189 189 89 24358
319 1557 175 176 77 24244
321 1604 176 181 74 24352
618 3992 263 302 296 46340
629 3957 264 310 350 46395
660 1639 186 189 132 24111
665 1750 166 173 138 25783
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2310
2355

1934
1544
1540
1829
1831
1786
1523
3811
3852
43242
47110
1536
3808
1851
1776
3937
3687
3913
3978
3972
1741
4048
4031
1341
1608
1646
1614
1623
1623
3991
3972

194
160
160
182
184
165
168
257
260
625
733
170
261
186
165
272
258
241
250
248
167
262
264
164
182
184
179
187
184
252
250

193
190
187
180
181
186
176
308
310
495
584
174
304
198
184
290
302
282
305
299
173
311
314
180
180
186
184
181
191
302
293

148
127
86
137
140
126
110
319
300
1070
2257
134
271
112
132
228
307
346
276
173
118
249
270
105
98
136
96
113
116
285
178

27420
23796
23750
26363
26394
24919
23497
44915
44921
137069
143286
23538
44731
26640
24915
45004
43819
45140
44944
44730
25762
45729
45716
22163
24019
24157
24057
24095
24369
44976
44725
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2386
2447
2588
2590
2594
2622
2623
2628
2629
2642
2922
2941
2943
2946
2948
2956

1977
1913
1598
1538
1637
3812
3830
1586
1578
3826
3815
3833
1839
2836
3817
1633

164
161
186
177
187
267
265
183
183
265
261
262
178
143
263
183

208
200
183
176
193
308
304
180
178
307
312
305
195
165
310
180

117
81
98
122
141
330
236
76
88
230
276
318
135
58
319
84

25480
25318
23979
23490
24125
44873
44731
24285
24291
44720
44793
44868
26249
37261
44865
24381

DEL: Deleciones; INS: Inserciones; MNV: Variantes de multiples nucle6tidos; SNV: Variantes

de un solo nucledtido

107



Anexo 5. Curvas de crecimiento de las cepas seleccionadas para el objetivo 4 y 5. La flecha roja

indica el tiempo en el que se realiz6 la extraccion de ARN.

Curva de crecimiento bacteriano 70

2.01

1.51

‘ @ Sin antibidtico

S
8 1.01 4 |mipenem
© 4 Meropenem
0.5
0.0
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h)
Curva de crecimiento bacteriano 74
25
2.0
15
=] - Sin antibiético
8 4 |mipenem
o 4 Meropenem
1.0
05
0.0
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h)
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0D600

0OD600

Curva de crecimiento bacteriano 221

25

20

15 - - @ Sin antibiotico

4 |mipenem
4 Meropenem
1.0
0.5
0.0
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h)
Curva de crecimiento bacteriano 281
2.0
1.5
- Sin antibidtico
1.0 4 Imipenem
4 Meropenem
0.5
0.0
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h)
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0D600

0OD600

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

Curva de crecimiento bacteriano 318

g - Sin antibidtico
4 |mipenem

‘ | 4 Meropenem

8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h)

Curva de crecimiento bacteriano 787

- Sin antibidtico
- 4 |mipenem

- 4 Meropenem

8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h)
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0D600

0OD600

Curva de crecimiento bacteriano 990

2.0
1.5

- Sin antibiético
1.0 4 |mipenem

4 Meropenem

0.5
0.0
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h)
Curva de crecimiento bacteriano 1778
20
1.5
- Sin antibiético
1.0 4 Imipenem

4 Meropenem

0.5

0.0

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h)
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0D600

0OD600

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

Curva de crecimiento bacteriano 1841

- Sin antibiético
4 |mipenem

- 4 Meropenem

12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h)

Curva de crecimiento bacteriano 1871

- Sin antibidtico
S Imipenem
4 Meropenem

12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h)
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0D600

0OD600

Curva de crecimiento bacteriano 1878

2.0

1.5

@ Sin antibiético

1.0 4 |mipenem
4 Meropenem

0.5

0.0

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h)
Curva de crecimiento bacteriano 1940
20

15 =)

- Sin antibidtico
1.0 4 Imipenem
4 Meropenem
0.5
0.0
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h)
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0D600

0OD600

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

25

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

Curva de crecimiento bacteriano 1942

- @ Sin antibidtico
4 |mipenem
4 Meropenem

12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h)

Curva de crecimiento bacteriano 1962

@ Sin antibiético
S Imipenem

‘ 4 Meropenem

12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h)
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0D600

0OD600

Curva de crecimiento bacteriano PAO1

25

20

15 ‘

- Sin antibidtico
4 |mipenem
4 Meropenem
1.0 -
0.5
0.0
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h)
Curva de crecimiento bacteriano 92
2.0
1.5
- Sin antibidtico
1.0 4 Imipenem
4 Meropenem
0.5
0.0
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h)

115



0D600

0OD600

Curva de crecimiento bacteriano 2948

25

2.0

1.5
- Sin antibidtico

‘ 4 |mipenem

4 Meropenem

1.0

0.5

0.0

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h)
Curva de crecimiento bacteriano 2218

2.0

1.5
- Sin antibidtico

1.0 4 Imipenem

4 Meropenem

0.5

0.0

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Tiempo (h)
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0D600

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

Curva de crecimiento bacteriano 1959

12

16

20

24
Tiempo (h)

28

32

36

40

44

48

- Sin antibiético
4 |mipenem
4 Meropenem
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Anexo 6. Tasa de crecimiento especifica (i) de las cepas seleccionadas bajo tres condiciones (sin

antibiotico, con imipenem y con meropenem)

Tasa de crecimiento especifica (i)

Cepa
Sin antibidtico Con imipenem  Con meropenem
70 0.536133333 0.409433333 0.4752
74 0.615 0.736766667 0.4126
92 0.3118 0.333 0.276566667
221 0.273233333 0.242733333 0.110933333
281 1.0994 1.399333333 1.214133333
318 0.153833333 0.2042 0.224633333
787 0.300833333 0.5135 0.305966667
990 0.356466667 0.2413 0.251333333
1778 0.348 0.456766667 0.276666667
1841 0.1411 0.1834 0.6179
1871 0.708566667 0.4938 0.525133333
1878 0.369766667 0.2947 0.348066667
1940 0.5697 0.245333333 0.275466667
1942 0.544233333 0.178666667 0.314333333
1959 0.7061 0.4781 0.374133333
1962 0.367866667 0.368733333 0.1425
2218 0.550633333 0.2463 0.386733333
2948 0.276733333 0.5817 0.4299
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Anexo 7. Crecimiento acumulado mediante area bajo la curva (AUC) de las cepas seleccionadas

bajo tres condiciones (sin antibidtico, con imipenem y con meropenem).

Cepa

AUC (OD x h)

Sin antibidtico Con imipenem Con meropenem

70
74
92
221
281
318
787
990
1778
1841
1871
1878
1940
1942
1959
1962
2218
2948

45.35791667
87.71908333
56.15186111
63.11447222
40.91791667
38.43861111
36.64366667
42.48519444
38.27394444
55.39883333
60.02747222
44.12380556
49.46425
71.37397222
64.81758333
78.34772222
57.28775
51.13952778

53.88197222
74.87827778
66.08055556
69.08483333
52.26891667
25.44283333
48.37908333
42.03366667
27.77580556
33.63855556
66.29641667
37.1615
41.85141667
34.50355556
51.84130556
74.75605556
37.52544444
61.33313889

45.09091667
64.97530556
64.10302778
74.67675
51.1485
46.55541667
60.20866667
55.52922222
57.12616667
19.82852778
45.05830556
39.39405556
34.074125
37.63508333
67.30419444
22.4555
26.54244444
73.29486111
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Anexo 8. Valores e interpretacion del logoFoldChange de los genes oprD, mexA, mexC, mexE'y mexY de las cepas seleccionadas en

condiciones sin antibiotico.

log:FoldChange (vs PAOL1)

Cepa
oprD mexA mexC mexE mexY

70 -3.71561623 1 477736092 T -4.13280169 | -4.26016045 \2 -1.093910217 \

74 -3.1538353 4 020821762 <« -4.87830226 -4.65340233 \2 -0.595111847 YRS

92 860172081 1 183452606 T -2.74464862 4 -2.97338867 \ -4.823303223 \
221 -7.67912483 | -0.6465683 | -5.9670016 \2 0.86230469 VRN 0.010442734 o
281 257145433 | -104308729 -14.2330415 -13.1583719 \’ -8.17169857 \
318  -10.5065575 {1 -0.82484245 | -9.85207812 -2.44298172 \2 2.023485184 )
787  -13.9439869 | 030162811 &  -6.14930217 | -5.73016548 \’ 0.231103897 YRS
990  -12.7286511 1  -2.25992584 I 596962229 -3.29986191 \2 1.824213028 )
1778  -15.0386353 1 244977951 1 -0.93464915 <« -3.76849747 \2 5.813581467 T
1841  -10.903677 4  -0.6751976 <«  -7.97065036 | -5.27957153 \2 2.168485641 T
1871  -3.54179382 1 577178955 1 1.77012761 T -3.00298309 \ 0.672807694 o
1878  -6.93589401 |  3.37485313 1T -0.75867907 <« -5.7771759 \’ -0.144115448 YRS
1940  -4.07949257 | -0.73848915 <« 515984853 1 -1.27078247 \2 2.31439209 T
1942 043841362 { 150174141 71 -0.00820414 -2.51605034 \2 -1.898233414 \
1959  -5.55513763 4 1.28511047 7T 1.9079984 ) -0.53812599 YRS 0.081727982 YRS
1962  -9.57207108 1  -6.79378891 -4.66280619 4 -4.25068665 \ 0.782844544 o
2218 -5.34689903 | -4.06809425 | -2.68916766 4 -3.57872009 \ 2.069051743 T
2948  -15.89328 |  -5.86594009 | 0.65290769 <> -2.4546814 \2 5.841890335 T

T Sobreexpresion; $: Subexpresion; <>: Sin cambio en la expresion
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Anexo 9. Valores e interpretacion del logoFoldChange de los genes oprD, mexA, mexC, mexE'y mexY de las cepas seleccionadas en

condiciones con imipenem.

log:FoldChange (vs intracepa)

Cepa
oprD mexA mexC mexE mexY

70 2256097794 1 -13.64475632 1 2.094600677 T 2.48840332 T 1933368683 T
74 -0.285470963 <>  -0.219404221 <« 1.157125473 7T 2.880607605 T -0.323144913 YRS
92 2718370438 1 -2.728223801 1 2.06567955 4 0.061306 YRS 3.239421844 )
221 -8.683279037 ¥ -0.766607285 <>  -2.752151489 1 -5.307613373 2 -3.996192932 YRS
281 9214945793 T 13.84749317 7T 9.781067848 T 14.93542957 T 11.9638586 T
318 126546669 T 2402927399 T 4745029449 T 0.76966095 o 2.289970398 T
787  -0.767354965 1 -1.706817627 1 0.173213959 1 -0.957778931 YRS 1.363603592 )
990  1.137065887 T 4.430028915 T 3.840934753 T 1.437707901 T 0.772361755 )
1778  1.535167694 T -1.096654892 1 0.946489334 <> 0.692867279 YRS -1.676942825 \’
1841 465180397 <  3.320148468 T 1513835907 T 3.782680893 T -0.012701035 YRS
1871 -9.365066528 1  -3.491872787 -4.745014191 7T -7.861440659 \ 3.144638062 )
1878  1.663124084 7T 0.18469429 <« 3207353592 T 2.674833298 T 1.508062363 )
1940  -0.803155899 4 -3.205049515 2301193237 T -2.056409836 \2 -1.320962906 \’
1942 0.654981613 <>  0.779159546 <>  1.986692429 T 1.852968216 T 1.771621704 T
1959 4407709122 T 0285997391 <> 470970726 T 5.638334274 T 8.232328415 )
1962 4.089994431 T  6.069301605 T 4937587738 T 1.179271698 T 3.326639175 )
2218 2569217682 T 3.045963287 T 2474841118 T 4.746208191 T 4712173462 )
2948  3.665594101 T 3.816640854 T -0.019054413 <« 0.127407074 YRS 1.877622604 )

T Sobreexpresion; $:

Subexpresion; <>: Sin cambio en la expresion
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Anexo 10. Valores e interpretacion del log>FoldChange de los genes oprD, mexA, mexC, mexE 'y mexY de las cepas seleccionadas en

condiciones con meropenem.

log:FoldChange (vs intracepa)

Cepa
oprD mexA mexC mexE mexY
70 5577363968 ¥ -7.395519257 4 -1.239995956 ¥ -1.604436874 \ -2.062871933 \
74 07144927979 ¥ 125834465 T 09544582367 < 12.061513901 \ 0.4740753174 ©
92 3014120102 T 2107702255 T 1236595154 T 1.820667267 T 4372432709 T
221 1105755711 T -1387878418 4 -7.690395355 4 -5.781259537 \ -7.556991577 \
281 9978692055 T 0.1767911911 <> 7286257744 1 9.047400475 0 10.67952061 T
318 09551944733 ¥ 3760206223 T 5987829208 T 1.866464615 T 12.295154572 \
787 496585083 ¥ 0.1596794128 <> 2.007102966 T 117554245 \ 0.9441776276 ©
990  0.8927879333 ¥ 04716644287 <> 1482383728 T [0.2845783234 <> -0.9378433228 ©
1778 1521312714 T 3087915421 4 1390216827 -1.532007217 \ -3.284749985 \
1841 6975728989 1  -0.002833366394 <> 2296253204 ¥ 03155632019 <> 4.14667511 \
1871 09713687897 +  2.816387177 ¥ 03679542542 <> 04425045282 <> -1.093618393 \
1878 4412214279 T 001373672485 <> 348654747 T 5.366752625 T -1.417993546 \
1940 1379398346 1 02207584381 <> 2686578751 ¥ 07698707581 <> 0.1351928711 ©
1942 1022880554 4 3189210892 ¥ 07982158661 <> 2.092666626 2.997198105 T
1959 8049646378 T 2346814537 T 3.81517081 T 1.095373154 T 7.500471115 T
1962 1907766342 T sa01701736 T 2003190994 T 2292444229 T 1.659858704 T
2218 0.1018695831 ¥ 2275075912 T 0.9090480804 <>  0.02667617798 <> -1.793931961 \
2948 1162501144 T 4345504761 T 1.20614624 T 3.584957123 T 0.7941379547 ©

T Sobreexpresion; $: Subexpresion; <>: Sin cambio en la expresion

122



