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RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es uno de los principales patégenos asociados a las infecciones en atencion en salud
(IAAS) a nivel mundial debido tanto a su capacidad para persistir en condiciones medioambientales adversas
como a los mecanismos de patogenicidad que posee. Esta alta patogenicidad también se encuentra asociada a
su gran plasticidad genética conferida por genes regulatorios, genes codificadores para resistencia intrinseca y
adquirida, que propicia una mayor persistencia y diseminacion. No es claro si los aislados ambientales poseen
un alto potencial de patogenicidad, asi como tampoco si codifican para fenotipos multidrogorresistentes a
antibiéticos, como en aislados clinicos. Por tanto, con el objetivo de comparar las caracteristicas genéticas
asociadas a virulencia y a resistencia en aislados clinicos y ambientales de Pseudomonas aeruginosa, se llevo
a cabo el analisis bioinformatico del genoma de 7 aislados hospitalarios y 7 aislados ambientales. Se obtuvieron
333 genes asociados a virulencia, de los cuales se encontr6 que aproximadamente el 62% de los genes se
comparten entre todos los aislados. Este resultado permite afirmar que P. aeruginosa independientemente de
su origen posee un alto potencial intrinseco para causar un amplio margen de infecciones a pesar de la baja
probabilidad de encontrarse con un huésped vulnerable. En términos de resistencia antimicrobiana, se
encontraron 135 genes de los cuales el 72,59% de ellos se comparten entre todos los aislados y difieren en el
27,41%. Estas diferencias son ocasionadas posiblemente por la presion selectiva que se ejerce en los ambientes
hospitalarios por el constante uso de antibidticos.

Palabras clave: Patogenicidad, resistencia antimicrobiana, secuenciacién del genoma, virulencia.
ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is one of the main pathogens associated with healthcare-associated infections (HAIS)
worldwide due to both its ability to persist in adverse environmental conditions and its pathogenicity
mechanisms. This high pathogenicity is also associated with its great genetic plasticity conferred by regulatory
genes coding genes for intrinsic and acquired resistance, which favors greater persistence and dissemination. It
is unclear whether environmental isolates possess a high potential for pathogenicity, as well as whether they
encode for antimicrobial multidrug-resistant phenotypes, as found in clinical isolates. Therefore, to compare
the genetic characteristics associated with virulence and resistance of clinical and environmental isolates of
Pseudomonas aeruginosa, a bioinformatic analysis of the genomes of 7 hospital isolates and 7 environmental
isolates was carried out. A total of 333 virulence associated genes were obtained, of which approximately 62%
of the genes were found to be shared among all isolates. This result allows us to affirm that P. aeruginosa,
regardless of its origin, has a high intrinsic potential to cause a wide range of infections despite the low
probability of finding a vulnerable host. Regarding antimicrobial resistance, 135 genes were found, of which
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72.59% of the genes are shared among all isolates and 27.41% of the genes differ. These differences are possibly
due to the selective pressure exerted in hospital environments by the constant use of antibiotics.

Key words: Pathogenicity, antimicrobial resistance, genome sequencing, virulence.

INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram negativa perteneciente a la familia
Pseudomonadaceae (Ruiz, 2007), es considerada como bacteria aerobia facultativa debido a
su capacidad de crecer en medios anaerobios, tomando el nitrato o la arginina como aceptores
finales de electrones. Esta bacteria tiene forma de bacilo y mide aproximadamente 0,5-1 pm
de diametro y 1,5-1 um de largo (Ruiz, 2007; Paz, et al., 2019). P. aeruginosa es adaptable
y metabolicamente versatil, por lo cual, se ha encontrado en una amplia variedad de habitats
como el suelo, agua, plantas, animales, entornos hospitalarios y aguas residuales (Crone et
al., 2019). Ademas, esta diversidad ecologica se debe en parte a su gran capacidad para la
mineralizacion de la materia organica, siendo saprofito, lo que le permite aprovechar muchos
tipos de sustratos, varios considerados toxicos, como hidrocarburos alifaticos y aromaticos,
aparte de ser resistentes a metales pesados, antimicrobianos y detergentes (Rachhpal, 2016;
Kenneth & George, 2011; Lujan, 2019).

Adicionalmente, se conoce que, para responder y adaptarse a los diversos ambientes P.
aeruginosa cuenta con un repertorio de genes que se conservan sustancialmente y que
corresponde a la mayor proporcion de genes y redes regulatorias observadas en genomas
bacterianos conocidos (Nain & Karim, 2020). Esta bacteria cuenta con un pangenoma
organizado como un mosaico que consta de regiones conservadas (genoma central)
intercaladas con material genético variable (genoma accesorio) que dependiendo de la cepa

se encuentra en mayor o0 en menor proporcion dentro del cromosoma. ElI genoma central



codifica un conjunto de factores metabolicos y patdgenos compartidos de una cepa a otra,
independientemente de que su origen sea clinico o ambiental y constituye aproximadamente
el 90% del genoma total (Vanegas & Jiménez, 2013). Por el contrario, el genoma accesorio
es variable y se caracteriza por poseer un alto contenido de G+C y la presencia de elementos
genéticos maviles; la mayoria de ellos degenerados debido a la acumulacion de deleciones,
lo que dificulta el conocimiento de los mecanismos de transferencia, al presentar baja
similitud con elementos ya reportados (Nain & Karim, 2020; Vanegas & Jiménez, 2013).

A pesar de que esta bacteria suele estar presente en la microbiota intestinal y en la piel del
ser humano, puede causar infecciones actuando como oportunista. Es considerada como uno
de los principales patdgenos nosocomiales a nivel mundial, debido tanto a su capacidad para
persistir en condiciones medioambientales adversas, como a los mecanismos de
patogenicidad que posee (Paz, et al., 2019). Esta alta patogenicidad también se encuentra
muy asociada a su gran plasticidad genética conferida por genes regulatorios; genes
codificadores para resistencia intrinseca y adquirida, que propicia una mayor persistencia y
diseminacion, impidiendo que los antimicrobianos actuales sean efectivos para controlar las
infecciones causadas por esta bacteria (Vanegas & Jiménez, 2013).

Las investigaciones clinicas y varios modelos infecciosos indican que la virulencia de P.
aeruginosa varia de una cepa a otra. Los genes de la mayoria de los determinantes de
virulencia de P. aeruginosa caracterizados se encuentran en el genoma central, por lo que,
estan presentes en todas las cepas. Por lo tanto, se considera que la heterogeneidad en la
virulencia de esta especie puede estar influenciada por el genoma accesorio (Battle et al.,
2008), que a grandes rasgos esta compuesto por: (I) elementos integradores y conjugativos
(ICE), (1) islas de reemplazo, (I11) profagos y elementos similares a fagos, (1) transposones,

secuencias de insercion (1S) e integrones, (V) plasmidos (VI) e islas gendmicas que se
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encuentran solo en algunas cepas. Cabe resaltar que los componentes del genoma accesorio
a menudo estan formados por una combinacion de diferentes modulos funcionales (Kung,
Ozer & Hauser, 2010; Vanegas & Jiménez, 2014)

La presencia ubicua y la persistencia de P. aeruginosa en entornos clinicos se le puede
atribuir a su amplia gama de resistencia intrinseca y adquirida a los antibidticos. Segun varios
estudios epidemioldgicos, aislados clinicos de P. aeruginosa son resistentes a una variedad
cada vez mas amplia de antibioticos, incluidas las cefalosporinas de "cuarta generacion™, por
lo que es catalogada como una bacteria multidrogorresistente (MDR) o extenso drogo
resistente (XDR), dependiendo a la clase o categoria de antibidticos a los que se evidencie
resistencia (Kos et al., 2014; Magiorakos et al., 2012). Estos aislados a nivel genémico
presentan mutaciones puntuales en determinados genes o bien han adquirido genes de
resistencia por transferencia horizontal, lo que le proporciona un arsenal de informacion
disponible y expresable al momento que se requiera (Nain & Karim, 2020; McAulay et al.,
2021).

Durante la tltima década, se han empleado varias técnicas moleculares para la identificacion
y la tipificacién bacteriana de P. aeruginosa, como la toma de huellas dactilares de
plasmidos, la ribotipificacion, los métodos basados en PCR y la electroforesis en gel de
campo pulsado (sigla en inglés, PFGE) (Tenover et al., 1995). Curran et al. (2004)
desarrollaron un esquema de tipificaciéon de secuencias multilocus (sigla en inglés, MLST)
que discrimina las cepas aisladas por diferencias en las secuencias de siete genes: acsA, aroE,
guaA, mutL, nuoD, ppsA y trpE. Esta técnica permite comprender mejor la epidemiologia de
las infecciones en pacientes con fibrosis quistica y estudiar clones multirresistentes (Gomila
et al., 2013). Sin embargo, cabe resaltar que la creciente disponibilidad de datos de

secuenciacion del genoma completo (sigla en inglés, WGS) permite una perspectiva mucho
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méas profunda sobre la diseminacion clonal intrahospitalaria e interhospitalaria de P.
aeruginosa (del Barrio et al., 2020).

Segun los estudios basados en estas técnicas se conoce que los 10 principales clones de alto
riesgo de P. aeruginosa en todo el mundo incluyen ST111, ST175, ST233, ST235, ST244,
ST277,ST298, ST308, ST357 y ST654. Estos clones fueron identificados teniendo en cuenta
factores como su prevalencia, propagacion global y asociacion con perfiles MDR/XDR, y
especialmente con respecto a las B-lactamasas adquiridas horizontalmente como ESBL y
carbapenemasas (del Barrio et al., 2020).

A nivel ambiental, gracias a la diversidad metabdlica caracteristica del género Pseudomonas,
algunas de estas especies, incluida P. aeruginosa son de gran utilidad en la biorremediacién
de suelos contaminados, por ejemplo con petréleo, el cual es una mezcla de hidrocarburos
alifaticos, aromaticos, resinas y asfaltenos, algunos de los cuales se han identificado como
carcinogeénicos y neurotdxicos causantes de grandes trastornos en los componentes bidticos
y abioticos de los ecosistemas (Mays & Manzi, 2017). Las bacterias toman como fuente de
energia estos compuestos y los degradan en subproductos inocuos como el dioxido de
carbono y el agua. Sin embargo, para potenciar el uso de estos microorganismos en
biorremediacion no basta con una alta capacidad biodegradativa, sino que adicionalmente se
debe garantizar la baja patogenicidad (Lujan, 2019; Gonzalez & Benitez, 2019).

En los ultimos tiempos, se han reportado estudios enfocados en determinar la presencia de P.
aeruginosa en aguas residuales y afluentes hidricos urbanos, ain después de las salidas de
plantas de tratamiento de aguas residuales (Amabile, 2016; Slekovec, et al., 2012). Se ha
identificado que cepas de P. aeruginosa MDR se encuentran en mayor concentracion, en
aguas residuales de centros hospitalarios al compararlas con otro tipo de aguas. Sin embargo,

no es claro si las cepas de ambientes naturales de P. aeruginosa poseen un alto potencial de
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patogenicidad, asi como tampoco si podrian codificar para fenotipos multidrogorresistentes
a antimicrobianos, como en las cepas clinicas (Oliver, et al., 2015); si esto logra identificarse
se podria inferir que estas cepas extrahospitalarias podrian ser reservorios potenciales de
genes de interés para la salud de los seres humanos y animales. Por lo tanto, antes de emplear
aislados ambientales de esta especie en procesos biotecnoldgicos es recomendable analizar
el entorno en el que van a ser empleados con el fin de prevenir que encuentren condiciones
Optimas para generar infecciones.

Dado que no se conoce con exactitud si los aislados ambientales poseen un alto potencial de
patogenicidad, asi como tampoco si codifican para fenotipos multidrogorresistentes a
antibioticos, como en aislados clinicos, este trabajo pretende dar respuesta al siguiente
interrogante ¢ Los aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa comparten genes asociados
avirulenciay a resistencia antimicrobiana con aislados ambientales? Por lo tanto, el objetivo
de esta investigacion es comparar las caracteristicas genéticas asociadas a resistencia y

virulencia de aislados clinicos y ambientales de Pseudomonas aeruginosa.

METODOS
Seleccidn de muestras. Esta investigacion hace parte de un estudio preliminar, denominado

“Comparacion gendomica de Pseudomonas aeruginosa aislada del ambiente natural y
hospitalario”, financiado con recursos de una convocatoria interna de la Universidad del
Valle, en el que se sometieron 49 aislados ambientales y hospitalarios a un anélisis de PFGE
para determinar similitud gendmica. En aquellos aislados donde se presento similitud clonal
se escogio un representante de cada clon. De los aislados clinicos se contaba con los tipos de
secuencias (ST), pardmetro que se tuvo en cuenta para su seleccion. De acuerdo con esto se

seleccionaron para el analisis genomico 7 aislados ambientales (Tabla 1) y 7 aislados clinicos



(Tabla 2).

Extraccion de ADN y secuenciacién. La extraccion y la secuenciacion de los aislados
ambientales y hospitalarios de Pseudomonas aeruginosa se realizo en el Centro Internacional
de Genomica Microbiana de la Universidad del Bosque con base en la tecnologia Illumina.
La preparacion de librerias gendmicas Nextera XT se realizé a partir del ADN extraido
mediante el kit DNeasy Blood & Tissue de Qiagen (QIAGEN, 2013; Illumina, 2019). Se
realizo la secuenciacion Miseq (MiSeq™ System, 2021) y se obtuvieron secuencias pareadas

para cada aislado con una longitud de lectura de 2-149 pb.

Filtro de calidad de las secuencias crudas. Se realizo el analisis de calidad de las lecturas
sin procesar en la plataforma Galaxy Europe mediante el programa FastQC® version 0.11.9
(Andrews, 2010), y posteriormente fueron recortadas y filtradas con Trimmomatic® version

0.38 (Bolger et al., 2014).

Identificacidn de genes asociados a virulencia y resistencia a antimicrobianos. Se utiliz6
el programa Unicycler ® version 0.4.8 (Wick et al., 2016) para realizar el ensamble de las
secuencias de manera individual. La anotacion se realiz6 mediante el servidor Prokka®
version 1.14.6 (Seemann, 2014). Mediante el software PATRIC® version 3.6.12 (Davis et
al., 2020) se realizo la identificacion de los genes asociados a virulencia y los genes de
resistencia a antibioticos. Para la identificacion de los genes de virulencia se utilizaron los
datos obtenidos de la base de datos VFDB (Virulence Factor Database) (Liu et al., 2022). En
el caso de resistencia a antibioticos, para su identificacion se empled la base de datos de

PATRIC (Antonopoulos et al., 2019) y la base de datos CARD (Alcock et al., 2020).



Comparacion de los genomas. Se realizd la identificacion de los genes asociados a
virulencia y a resistencia antimicrobiana en cada uno de los aislados ambientales y
hospitalarios de Pseudomonas aeruginosa y posteriormente se recopilo la informacion que
se generd para cada aislado; se elaboré un mapa circular de BRIG para comprar los genes
asociados s virulencia (Alikhan, 2011) y un mapa de calor para comparar los genes asociados
a resistencia. Posteriormente se llevd a cabo un andlisis estadistico con el programa
RStudio® aplicando el modelo lineal generalizado (sigla en inglés, GLM) con distribucion
de errores binomiales para determinar si las diferencias encontradas eran estadisticamente
significativas (Equipo RStudio, 2020).
RESULTADOS
Caracteristicas generales de los genomas y anotacion funcional.
Se encontro que la longitud del genoma de los aislados de P. aeruginosa tanto clinicas como
ambientales varia entre 6,2 a 7,0 Mpb, el numero de secuencias codificantes de proteinas
(CDs) varia entre 5841 a 6488 y el contenido de G+C oscil6 entre 66,0 a 66,6% (Tabla 3).
Comparacion de genes asociados a virulencia
En total, se recopilaron 333 genes asociados a virulencia, de los cuales se encontrd que
aproximadamente el 62,0 % de los genes (207 genes) se comparten entre todos los aislados
de P. aeruginosa. A pesar de que solo se presentaron diferencias estadisticamente
significativas en el gen exoU, (valor-p = 0,0475) se observaron diferencias tanto en aislados
ambientales como en aislados hospitalarios, las cuales se resumen a continuacion y pueden
consultarse con mayor detalle en la figura 1:
e Genes asociados al mecanismo de adherencia y motilidad: Flagelo, Motilidad de
espasmos pili tipo 1V, LPS
o flel/flag, fleP, flgL, fliC, fliD y fliS ausentes en los aislados ambientales sni99,
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©)

©)

srpl0.1, srp75 y en los aislados hospitalarios 23SS, 37HRC y 46HRC.
chpA, ausente solo en el aislado hospitalario 37HRC.

wzz y wzy presentes Unicamente en el aislado ambiental pt3.

e Genes asociados al mecanismo de biosintesis de pili tipo 1V

©)

o

fimU, ausente en el aislado ambiental si33 y en los aislados hospitalarios 10SS y
31HRC.

fimT, ausente en el aislado ambiental si33 y en los aislados hospitalarios 10SS,
20SS y 31HRC.

pilE, ausente en el aislado ambiental si33 y en el aislado hospitalario 10SS.

pilW y pilX, ausentes en el aislado ambiental si33 y en los aislados hospitalarios
10SS y 31HRC.

pilV, ausente en el aislado ambiental si33 y en los aislados hospitalarios 10SS y
37HRC.

pily2, ausente en el aislado ambiental si33 y en los aislados hospitalarios 10SS,
20SS y 31HRC.

pilQ, ausente en los aislados hospitalarios 10SS y 37HRC.

pilC, presente en los aislados ambientales si33, pt3 y en los aislados hospitalarios
10SS, 37HRC y 46HRC.

pilA, presente en el aislado ambiental pt3 y en el asilado hospitalario 23SS.

pilB, presente en el aislado ambiental pt3 y en los aislados hospitalarios 23SS,
37HRC y 46HRC.

pilyl, presente Gnicamente en el aislado hospitalario 20SS.

e Genes asociados al mecanismo de regulacién y biosintesis del alginato

o

algP/alg, ausente solo en el aislado ambiental pt2b
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o Genes asociados al mecanismo de secrecion de sideroforos (pioquelina)
o pchG, pchH, ausentes en el aislado hospitalario 23SS.
o pchl, ausente solo en el aislado hospitalario 20SS.
e Genes asociados al mecanismo de secrecion de sideroforos (pioverdina)
o pvdA, ausente en aislados ambientales pt3, sni99, srpl10.1, srp75.
o pvdD y pvdE, ausentes en los aislados ambientales pt2b, ptl2a, si33 y en los
aislados hospitalarios 11ss, 20ss, 37HRC y 46HRC.
o pvdP, ausente en los aislados hospitalarios 20SS, 23SS y 46HRC.
o pvdQ, ausente en los aislados hospitalarios 10SS, 21SS, 23SS y 31HRC.
o pvdl, presente solo en el aislado ambiental pt3 y en los aislados hospitalarios10SS,
20SS, 23SSy 37HRC.
o pvdJ, presente en los aislados hospitalarios pt3, srp10.1, srp75 y en las aislados
ambientales 10SS, 23SS y 31HRC.
Genes asociados al mecanismo de biosintesis de ramnolipidos
o rhIC, ausente solo en el aislado hospitalario 20SS.
Genes asociados al mecanismo de secrecion de toxinas
o toxA, ausente solo en el aislado hospitalario 20SS.
Genes asociados al mecanismo de secrecion de proteasas
o lasA, ausente solo en el aislado hospitalario 20SS.
Genes asociados al mecanismo de deteccion de Quorum sensing (Qs)
o lasly rhil presentes en los aislados tanto ambientales como clinicos, sin embargo,
lasl se encontr6 ausente Unicamente en el aislado hospitalario 37HRC.

Genes asociados al sistema de secrecion tipo 1l
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o XcpQ, ausente Unicamente en el aislado hospitalario 23SS.
e Genes asociados al sistema de secrecion tipo 111

o Enelaislado hospitalario 20SS se encontré ausencia de todos los genes asociados
a este mecanismo de virulencia, por lo cual, se encontro presente Gnicamente en
este aislado los genes exIA 'y exIB.

o exoU, presente solo en el aislado ambiental ptl2ay en los aislados hospitalarios
10SS, 23SS, 31HRC, 37HRC y 46HRC. Este gen fue el Gnico en presentar
diferencias estadisticamente significativas con un valor-p= 0,0475, lo que indica
que se presentd en mayor medida en los aislados clinicos.

e Genes asociados al sistema de secrecion tipo IV

o hsiJly lipl, ausentes en el aislado hospitalario 20SS.

o fhal, presente en todos los aislados ambientales y en los aislados hospitalarios

23SSy 37HRC.

Comparacion de genes asociados a resistencia antimicrobiana
En total, se recopilaron 135 genes asociados a resistencia antimicrobiana (Anexo 2) de los
cuales el 72,59% (98 genes) fueron similares entre los aislados tanto clinicos como
ambientales, mientras que en el 27,41% (37 genes) restante se encontraron diferencias en los
genes que se detallan a continuacion.
e Genes asociados al mecanismo de bomba de expulsién

o emrAB-OMF, emrAB-TolC y mexQ, ausentes solo en el aislado hospitalario 20SS.

o mexM, ausente solo en el aislado hospitalario 37HRC.

o mexA, ausente en el aislado hospitalario 46HRC.

mexVW-OprM, presente Gnicamente en aislados hospitalarios.

o
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o oprA, presente solo en el aislado hospitalario 20SS.

o golS, mdsB, oprM/oprM, presente Gnicamente en el aislado hospitalario 11SS.

o tetC, presente solo en los aislados ambientales srp10.1 y srp75.

e Genes asociados al mecanismo de cambios en la permeabilidad de la membrana externa

o occD1/oprD, ausente en el aislado hospitalario 23SS.

o occK2/opdF, ausente en el aislado hospitalario 20SS.

o occK7/opdD, ausentes en los aislados hospitalarios 10SS, 11SS, 20SS, 23SS y

31HRC.
e Genes adquiridos por plasmidos asociados a la resistencia a los carbapenémicos
o kpc-2, tem-12, presentes solo en el aislado hospitalario 46HRC.
e Genes asociados al mecanismo de inactivacion de antibioticos
o catB7y fosA, ausentes unicamente en el aislado hospitalario 20SS.

o aph(3")-I, presente solo en los aislados hospitalarios 20SS y 37HRC.

o aph(6)-1c/APH(6)-1d, aph(3")-1Ib y aph(6)-ld, presentes en los aislados

hospitalarios 20SS, 37HRC, 46HRC.
o o0xa-2, pdc-2, presentes en los aislados hospitalarios 37HRC y 46HRC.

o pdc-1, presente solo en el aislado ambiental pt3.

o pdc-3, presente en los aislados ambientales pt2b, pt12a, srp10.1, srp75 y solo en

el aislado hospitalario 11SS. Este gen fue el Unico en presentar diferencias

estadisticamente significativas con un valor-p= 0,0475, lo que indica que se

present6 en mayor medida en aislados ambientales.
o pdc-7, presente en los aislados hospitalarios 20SS y 23SS.

o pdc-8, presente solo en el aislado ambiental si33.
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o pdc-9, presente en los aislados hospitalarios 10SS y 31HRC.
e Genes asociados al mecanismo de modificacion del antibiotico (polimixina)
o arnA, ausente solo en el aislado hospitalario 20SS.
e (Genes asociados a otros mecanismos
o pvrR, regulador de fenotipo presente en los aislados hospitalarios10SS, 20SS y
31HRC.
o aadA®6, presente solo en el aislado hospitalario 46HRC que confiere resistencia a
aminoglucdsidos.
o sull, presentes solo en el aislado hospitalario 46HRC que confiere resistencia a
las sulfonamidas.
o O0xyR, modulador de los sistemas de defensa antioxidantes ausente solo en el

aislado hospitalario 37HRC.

DISCUSION

En este estudio se reporta que el tamafio del genoma de los aislados de P. aeruginosa tanto
clinicos como ambientales oscilé entre 6,2 a 7,0 Mpb, el nimero de secuencias codificantes
de proteinas (CDs) vario entre 5841 a 6488 y el contenido de G+C fue de 66,0 a 66,6%. Estos
valores se encuentran entre los rangos ya registrados en otras cepas de esta especie como las
reportadas en Silby et al., (2011) y en Subedi, et al., (2018). Sin embargo, al comparar estos
valores con los reportados para la cepa de referencia PAO1 se puede evidenciar que el tamafio
del genoma de los aislados hospitalarios fue relativamente mayor, mientras que los aislados
ambientales presentaron valores mucho més similares a dicha cepa.

En esta investigacion se encontrd que los aislados ambientales y hospitalarios comparten un

gran namero de genes reportados para los factores de virulencia (207 genes), lo que sugiere
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que P. aeruginosa posee intrinsecamente un gran repertorio de genes que codifican una gran
variedad de determinantes de virulencia, pero que también adquiere factores adicionales (Ji
et al., 2002). Estos hallazgos pueden ser comparados con estudios como el de Wolfgang et
al., (2003), en el que se realizo el analisis de la composicion del genoma de una coleccion de
18 cepas de P. aeruginosa de distintos origenes mediante el uso de una micromatriz de ADN
del genoma completo. Wolfgang et al., (2003) reportan que en cepas clinicas se encontré un
alto nivel de conservacion de genes de virulencia (<97%) y que se extiende en aislados
ambientales. En el caso de esta investigacion se observa un comportamiento similar, lo que
sugiere que es probable que los aislados ambientales estudiados poseen gran capacidad para
causar infecciones humanas a pesar de la baja probabilidad de encontrarse con un huésped
vulnerable.

A pesar de las diferencias observadas, el mayor numero de genes de virulencia encontrados
para aislados tanto clinicos como ambientales son los asociados al mecanismo de adherencia
y motilidad (85 genes), resultado que concuerda en gran medida con lo encontrado por Nain
& Karim, (2020) y que permite justificar el alto potencial de adherencia que posee P.
aeruginosa. Otro mecanismo en el que se encontrd un alto nimero de genes fue en el sistema
de secrecion (76 genes). Se conoce que P. aeruginosa posee 5 sistemas de secrecion (T1SS,
T2SS, T3SS, T5SSy T6SS) utilizados para modular las respuestas inmunes de los huéspedes
mediante la liberacion de varias proteinas, toxinas y enzimas (Azam & Khan, 2019; Qin et
al., 2022).

Sin embargo, mediante el analisis realizado en este estudio se encontraron Unicamente los
sistemas de secrecion; T2SS, T3SS y T6SS en todos los aislados, excepto en el aislado
ambiental 20SS donde no se encontraron los genes asociados a T3SS (Figura 1), lo que se

asemeja a lo que sucede con la cepa de referencia PA7 donde también estan ausentes la
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mayoria de los genes asociados a este sistema de secrecion (Roy et al., 2010). En aislados
clinicos donde se encuentra ausente los genes asociados a T3SS se encuentran generalmente
presentes los genes exlA y exIB. Estos genes codifican toxinas capaces de inducir la ruptura
de la membrana plasmatica en las células huésped (Reboud et al., 2016).

Entre los efectores secretados por el T3SS estd el gen exoU, en el cual se encontraron
diferencias estadisticamente significativas, lo que indica que esta presente en mayor medida
en los aislados hospitalarios. exoU se localiza en la isla de patogenicidad 2 (PAPI -2) y
codifica la proteina ExoU que es activada por la ubiquitina del huésped (Ub). Una vez
activada, ExoU ejerce una actividad destructiva de la membrana que conduce a la muerte de
la célula huésped (Kainuma et al., 2018; Chamberlain et al., 2022).

Por otra parte, se encontraron varias diferencias entre los aislados ambientales y aislados
hospitalarios en los genes asociados a la biosintesis de pili tipo V. Este mecanismo se
encuentra asociado a las células que desempefian un papel crucial en la mediacion de la
adherencia bacteriana y la colonizacion de las superficies mucosas (Darzins & Russell,
1997). Segun lo reportado en otras investigaciones la ausencia o la falta de funcionalidad de
los genes asociados a este mecanismo ocasionan una reduccion significativa en la
colonizacidn, la formacion de biopeliculas y la capacidad de propagacion de P. aeruginosa,
por lo tanto, se esperaria que estas cepas sean menos infecciosas (Belete et al., 2008;
Leighton et al., 2015).

También se encontraron algunas diferencias en la presencia de genes asociados al mecanismo
de virulencia de secrecion de siderd6foros. P. aeruginosa secreta sider6foros como pioverdina
y pioguelina en condiciones de escasez de hierro (Paz et al., 2019). Este mecanismo a nivel
clinico es fundamental para extraer hierro de los organismos huéspedes y entregarlo a la

bacteria para su metabolismo durante la etapa de infeccién. Xie et al., (2020) reporta que la
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deficiencia o ausencia de produccién de sideroforos refleja una reduccion de la virulencia.
Ademas, la secrecion de siderdéforos es fundamental para que P. aeruginosa adquiera el
hierro necesario para sobrevivir y para su crecimiento normal (Kirienko et al., 2013). A nivel
biotecnologico, el hecho que los aislados ambientales presenten en mayor medida la
presencia de genes que codifican estos compuestos quelantes, resulta importante, ya que la
secrecion de sideroforos puede emplearse en la biorremediacion de metales pesados y
metaloides. Una vez quelados por sideroforos, los metales y metaloides pueden ser
secuestrados a traves de diferentes mecanismos extracelulares, como la biosorcién y la
bioacumulacion, permitiendo asi la eliminacién de los contaminantes del medio (Roskova et
al., 2022).

Los genes asociados a la deteccion de Quorum sensing (QS) en P. aeruginosa son
importantes marcadores de virulencia. Este mecanismo se basa en la comunicacién
intercelular que permite la adaptacion de una poblacion bacteriana a los cambios
microambientales mediante la difusion de pequefias moléculas Ilamadas autoinductores o
acil-homoserina lactonas (AHL) a través de la membrana bacteriana (Paz et al., 2019). En P.
aeruginosa se han reportado los sistemas de deteccién de Quorum sensing; lasl/lasR y
rhll/rhIR (Kumar et al., 2009; Aghamollaei et al., 2015). En el caso de esta investigacion se
reporta la presencia de lasl y rhll en todos los aislados, excepto lasl que no fue encontrado
en el aislado clinico 37HRC. Se conoce que estos genes de QS activan otros genes asociados
a otros factores de virulencia como lasB que codifica a las elastasas y el operén rhlAB que
determina la produccion de ramnolipidos (Paz et al., 2019).

La biosintesis de ramnolipidos (RL) es otro factor de virulencia que resulta importante
mencionar. Como se observa en la figura 1 los genes rhlA, rhIB y rhiC asociados a este

mecanismo se encontraron presentes en todos los aislados tanto ambientales como clinicos,
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con excepcion del gen rhlC que se encontré ausente en el aislado hospitalario 20SS. Se
conoce que los genes rhlA 'y rhiB estan organizados en el operdn rhIAB, mientras que rhiC se
localiza en una regién del genoma distinta formando un operdn con un gen que hasta el
momento se desconoce su funcion (Wittgens et al., 2011). Estos genes codifican las 2
ramnosiltransferasas involucradas en la biosintesis de RL. En términos clinicos se ha
demostrado que P. aeruginosa requiere la produccion de RL para invadir el epitelio
respiratorio. A nivel fisiologico se tiene evidencia de que son esenciales para el crecimiento
de P. aeruginosa en sustratos hidrofébicos ademas resulta importante para la colonizacién
de los diversos habitats ya que son capaces de reducir la tensiéon superficial, formar
emulsiones y causar pseudosolubilizacion de sustratos insolubles. Estas caracteristicas
permiten emplear la produccion de ramnolipidos en procesos de biorremediacion de
contaminantes como los hidrocarburos, tanto alifaticos como aromaticos, asi como también
de metales pesados como el plomo y el cadmio (Abdel et al., 2010; Wittgens et al., 2011).
Cabe resaltar que, aunque mediante este estudio no se puede predecir si los genes detectados
son funcionales, es evidente que independientemente de su origen, los aislados de P.
aeruginosa conservan un amplio grupo de genes que codifican para distintos determinantes
de virulencia, por lo tanto, se puede inferir que los aislados extrahospitalarios resultan ser un
reservorio potencial de genes de interés para la salud de seres humanos y animales. Sin
embargo, se debe tener en cuenta que el éxito de infeccion de este patdgeno también depende
de las condiciones en las que se encuentra y de que sus huéspedes se encuentren
inmunocomprometidos.

Por lo tanto, se sugiere que para el uso de esta especie en procesos de biorremediacion de
hidrocarburos y de otros contaminantes deben ser estipulados y regulados protocolos de

bioseguridad con el fin de minimizar el riesgo en la salud en los entornos donde son
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empleados. Pues la variedad de determinantes de virulencia en especies como P. aeruginosa
son cruciales para la colonizacion de diversos ecosistemas, mas alla de su papel en la
infeccion de huéspedes humanos, lo que indicaria que algunos de estos mecanismos de
patogenicidad pueden adaptarse a condiciones fluctuantes dependiendo de sus
requerimientos ambientales (Alonso et al., 1999; Laborda et al., 2021).

En términos de resistencia a los antibidticos esta investigacion deja en evidencia que los
aislados ambientales y clinicos de P. aeruginosa comparten mas de la mitad de los genes
asociados a resistencia a los antibidticos (72,59%), pero también queda en evidencia que
difieren en diversos grupos de genes. Entre las diferencias encontradas se puede observar en
el anexo 2 la presencia Unicamente en un aislado clinico los genes oprA, tetC, golS y mdsB.
Estos genes se encuentran asociados a un mecanismo de resistencia intrinseco que consiste
en la generacion de una bomba dependiente de energia que expulsa al antimicrobiano fuera
de la bacteria. El gen oprA, codifica un canal de membrana externa que, segun lo reportado
por Morita et al., (2012), es poco comun encontrarlo en cepas de esta especie, sin embargo,
cuando estd presente puede cooperar funcionalmente con el operén mexXY dado que no
presenta un gen especifico para el canal de membrana externa. La bomba de expulsion
mediada por mexXY, es un determinante significativo de la resistencia a los aminoglucésidos,
solo en P. aeruginosa. El gen tetC codifica proteinas Tet asociadas a membrana que expulsan
tetraciclinas fuera de la célula, disminuyendo la concentracion intracelular del medicamento,
protegiendo asi los ribosomas (Jara, 2010). Los genes golS y mdsB se encuentran asociados
a la bomba de expulsién MdsABC (Pontel et al., 2007; Smith & Blair, 2014). Aunque la base
de datos CARD reporta la presencia de estos genes en aislados hospitalarios de P.
aeruginosa, en la literatura no se encuentran reportes de su presencia en esta especie, pero si

en especies del género Salmonella.
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Solo en los aislados hospitalarios se encontré el gen mexVW-OprM el cual codifica una
bomba de expulsion que recientemente se ha reportado su presencia en P. aeruginosa y que
le confiere resistencia a una variedad de antibidticos, incluidos cloranfenicol,
fluoroquinolonas y macrolidos. Esta bomba pertenece a la familia de transportadores de
division de nodulacién de resistencia (RND) que con frecuencia se producen en exceso en
aislados clinicos (Li et al., 2003; Zgurskaya et al., 2022).

Otra de las principales diferencias encontradas es la presencia de los genes kpc-2, tem-12
(Anexo 2), unicamente en el aislado hospitalario 46HRC, genes que segun la literatura son
adquiridos de plasmidos y que confieren resistencia a las carbapenemasas (Glen

& Lamont, 2021).

El grupo de genes kpc hace parte de los principales genes plasmidicos codificadores de
carbapenemasas, descritos en aislados clinicos de P. aeruginosa (Costa et al., 2021). Las
carbapenemasas son enzimas que hidrolizan antibiéticos carbapenémicos y representan la
familia mas versatil de B-lactamasas. Segun la clasificacion de Ambler, este grupo de enzimas
son de clase A, los cuales se caracterizan por la capacidad para hidrolizar carbapenémicos,
cefalosporinas, penicilinas y aztreonam (Vera et al., 2017). Segun los estudios realizados la
rapida propagacion de las enzimas KPC se ha relacionado con la presencia de genes kpc en
el elemento genético movil Tn4401 y en sus isoformas, pertenecientes a la familia Tn3. El
gen kpc-2 se encuentra con mayor frecuencia en cepas clinicas en Colombia y se asocia con
la isoforma Tn4401b (Cuzdn et al., 2011; Santella et al., 2012; Kraftova et al., 2021). A su
vez este elemento genético mévil que contiene el gen kpc-2 se encuentra asociado a los
plasmidos IncP-6 e IncU. Estos plasmidos facilitan la transmision de mecanismos de
resistencia a diferentes tipos de bacterias ya que pueden replicarse tanto en P. aeruginosa

como en enterobacterias (Vanegas & Jiménez, 2013).
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El grupo de genes tem son los encargados de conferir a la bacteria resistencia contra las
cefalosporinas de tercera generacion, mediante la produccion de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) (Haider et al., 2022). Los genes TEM estan entre los genes de BLEE mas
importantes en P. aeruginosa y pertenecen a la clase molecular A, grupo 2be de la
clasificacion de Bush, Jacoby y Medeiro (Militza Guzman et al., 2013; Haghighifar et al.,
2021). Los genes codificadores de enzimas BLEE como lo son el grupo de genes tem han
sido encontrados en diversas regiones a nivel mundial y el éxito de su diseminacion se le
atribuye a su ubicacién en plasmidos, los cuales pueden transferir resistencia antimicrobiana
a cepas de la misma especie 0 a especies diferentes, situacién que complica la terapia de
infecciones causadas por este tipo de bacterias productoras de BLEE (Militza et al., 2013).
El gen oxa-2, también codifica B-lactamasas de espectro extendido y segun la clasificacion
de Ambler pertenecen a la clase molecular D y al grupo funcional 2d. Las enzimas que este
gen codifica se caracterizan por su alto espectro de actividad hidrolitica frente a la cloxacilina
y la oxacilina, y son poco inhibidas por el &cido clavulanico (Maurya et al., 2015). Los genes
pdc son variantes de tipo AmpC y también codifican para -lactamasas de clase C de espectro
extendido (Rodriguez et al., 2009). Segun lo reportado por Castanheira et al., (2022) la
sobreexpresion de la cefalosporinasa cromosomica (PDC) genera resistencia a la mayoria de
las cefalosporinas y, en menor medida, al imipenem. Segun los resultados de esta
investigacion se encontro diferencias estadisticamente significativas en el gen pdc-3, lo que
indica que este gen esta presente en mayor medida en aislados ambientales.

Otro hallazgo importante, es la presencia de genes que son adquiridos por plasmidos,
Unicamente en aislados hospitalarios y que le confieren a la bacteria enzimas modificadoras
de aminoglucdsidos. En este grupo podemos encontrar los genes aph(3')-1, aph(6)-1c/aph(6)-

Id, aph(3")-1b y aph(6)-1d (Anexo 2). Estos genes codifican enzimas capaces de inactivar los
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aminoglucosidos mediante su fosforilacion. Se ha informado que la diseminacion de estos
plasmidos que confieren resistencia a este tipo de antibidticos es a nivel de interespecie y que
ademas se encuentra favorecida por la presion selectiva que se ejerce en los ambientes
hospitalarios, debido al constante uso de estos antibioticos (Mella et al., 2004; Fong &
Berghuis, 2009), lo que explica porque no fueron hallados en aislados ambientales y si en
algunos aislados clinicos. Otro gen que confiere resistencia a aminoglucésidos es aadA6 y
que en este estudio se encontrd en el aislado hospitalario 46HRC. Papadovasilaki et al.,
(2015), reporta la presencia de este gen en el integrén In118, en un aislado clinico
multirresistente de P. aeruginosa Ps100.

En este estudio también se reporta la presencia en algunos aislados hospitalarios el gen pvrR,
el cual codifica una proteina reguladora (PvrR) que segun lo reportado por Drenkard &
Ausubel, (2002) modula el cambio fenotipico de formas resistentes a formas susceptibles a
los antibidticos, asi como también regula la formacidn de biopeliculas. Se conoce que el gen
pVrR se encuentra en la isla de patogenicidad 1 (PAPI-1) (Merighi & Lory, 2006). Segun las
investigaciones realizadas a P. aeruginosa PA14, una cepa clinica altamente patdgena, PAPI-
1 se encuentra en el plasmido pUM505, el cual le confiere a la bacteria no sélo genes de
resistencia a antibidticos, sino también genes de virulencia (Roman, 2021).

Por ultimo, se encontro en el aislado hospitalario 46HRC el gen sull, el cual se encuentra
asociado a resistencia a las sulfonamidas. Soufi et al., (2011), reporta que este gen se ha
detectado en integrones de clase 1, qué son los integrones mas frecuentemente detectados en
Enterobacteriaceae. Ruiz et al., (2011), reporta que es comudn encontrar este gen en aislados
clinicos de P. aeruginosa ya que se exhibe una alta correlacion entre la presencia de un
integron de clase 1y perfiles resistentes al sulfametoxazol.

Segun lo reportado en Martinez (2009) la resistencia intrinseca que poseen los aislados
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ambientales de patdgenos oportunistas como P. aeruginosa resulta de gran importancia para
la colonizacion de la rizosfera, un habitat que puede contener compuestos toxicos producidos
por las plantas o la microbiota asociada, asi como también la colonizacion de una gran
diversidad de habitats. Al compartir gran parte de estos genes de resistencia con aislados
hospitalarios se cree que el fenotipo de resistencia intrinseca que presentan algunos
patdgenos oportunistas de origen ambiental ha sido adquirido durante la evolucion de estos
microorganismos en sus habitats naturales, mucho antes del descubrimiento humano de los
antibidticos. Por otra parte, también es evidente que los aislados ambientales y los aislados
hospitalarios de P. aeruginosa difieren en un diverso grupo de genes, esto se debe
posiblemente a que en los aislados clinicos se favorece la seleccion y diseminacion de la
resistencia a los antibidticos por el uso inapropiado e indiscriminado de los mismos,
generando asi presion selectiva en los ambientes hospitalarios (Maldonado et al., 2014;

Herndndez & Hernandez, 2016).

CONCLUSIONES

Pseudomonas aeruginosa independientemente de su origen posee un amplio arsenal de genes
que le confiere multiples mecanismos de resistencia a antibiéticos y mecanismos de
virulencia, lo que explica por qué es considerada como una de las bacterias patégenas mas
importantes a nivel mundial. Segun los resultados de esta investigacion se puede afirmar que
la mayoria de los determinantes de virulencia, que proporcionan a P. aeruginosa la capacidad
de infectar a diferentes huespedes y ecosistemas, estan codificados en su genoma central. Por
lo tanto, se puede inferir que los aislados extrahospitalarios resultan ser un reservorio
potencial de genes de interés para la salud de seres humanos y animales. Aunque, se debe

tener en cuenta que el éxito de infeccion de este patdgeno también depende de las condiciones
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en las que se encuentra y de que sus huéspedes puedan estar inmunocomprometidos. Por otra
parte, mediante este estudio se evidencié que, aunque los aislados hospitalarios comparten
un gran nimero de genes asociados a resistencia antimicrobiana con aislados ambientales
también difieren en un amplio grupo de genes, esto se debe posiblemente a la presion
selectiva que se ejerce en los ambientes hospitalarios por el constante uso de antibioticos.
Por lo cual se sugiere para limitar el surgimiento y la diseminacion de la resistencia a los
antibidticos en esta bacteria realizar investigaciones interdisciplinarias donde se integren
aspectos de la préactica clinica animal y humana con el manejo de residuos, en especial los
desechos hospitalarios, que al entrar en contacto con el ambiente natural potencian la

interaccion microbiana y el intercambio de informacion genética.
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Tabla 1. Aislados ambientales de P. aeruginosa seleccionadas para el estudio.

Aislado Localizacion Tipo de muestra
pt2b Agua planta de tratamiento punto 2 PTAR Agua residual
Ginebra, salida laguna anaerobia
pt3 Agua planta de tratamiento PTAR Ginebra, Agua residual
laguna facultativa
ptl2a Agua planta de tratamiento PTAR Ginebra, Agua residual
entrada laguna anaerobia
si33 Suelo cultivo cafia de azlcar sur Cali punto  Suelo de alta intervencion
3
sni99 Suelo estacion experimental Universidad del  Suelo de baja intervencion
Valle punto 9
srpl0.1 Suelo rio Pance punto 10 Suelo de baja intervencion
srp75 Suelo rio Pance punto 7 aislado 5 Suelo de baja intervencion
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Tabla 2. Aislados clinicos de P. aeruginosa seleccionadas para el estudio.

Aislado MLST* Localizacion del hospital ~Tipo de infeccion
10SS* 253 Medellin Aguda
11SS 1758 Pereira Aguda
20SS 1978 Barranquilla Aguda
23SS 1677 Bogota Aguda
31HRC* 235 Ibagué Aguda
37HRC 111 Bucaramanga Aguda
46HRC 235 Bogota Aguda

*MLST: Tipificacion Multilocus de Secuencias *SS: Sensible *HRC: Clones de alto riesgo
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Tabla 3. Caracteristicas generales del genoma de los aislados ambientales y hospitalarios
de P. aeruginosa.

Longitud del Contenido de
Origen del enoma G+C (%
aiglado Nombre (I\/?illones de CDs* )
pb)
pt3 6,2 5860 66,6
ptl2a 6,5 6099 66,2
pt2b 6,3 5949 66,5
Ambiental srpl0.1 6,3 5890 66,5
sni99 6,2 5892 66,5
S ) 6,2 5907 66,5
si33 6,2 5841 66,6
37HRC 6,6 6406 66,0
46HRC 6,7 6488 66,1
Clinico 23SS 6,4 6017 66,5
11SS 7,0 6845 66,0
20SS 6,3 6087 66,6
10SS 6,9 6633 66,0
31HRC 6,8 6535 66,0

*CDs: Secuencias codificantes
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Figura 1. Comparacion de los genes asociados a factores de virulencia. Mapa circular
que representa el genoma de 14 aislados de P. aeruginosa del ambiente natural y clinico.
Cada color representa un genoma, los primeros 7 de adentro hacia fuera corresponden a los
aislados clinicos y los siguientes 7 los genomas de aislados ambientales.
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