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Regulacion de la produccidn de alginato
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Objetivo General

Caracterizar el gen mucA en tres cepas de Pseudomonas aeruginosa asociadas a la infeccion

cronica producida en fibrosis quistica.

Objetivos Especificos

- Aislar el gen mucA en cepas de Pseudomonas aeruginosa asociadas a la infeccion cronica

producida en fibrosis quistica, mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

- ldentificar posibles mutaciones que se encuentren en el gen mucA en cepas de
Pseudomonas aeruginosa asociadas a la infeccion cronica producida en fibrosis quistica

mediante el analisis bioinformatico de las secuencias nucleotidicas obtenidas.
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Metodologia del objetivo 1

@ Aislar el gen mucA en cepas de Pseudomonas aeruginosa asociadas a la infeccién cronica

producida en fibrosis quistica, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Muestra Conservacion de los aislados

-27%22261 ATCC Pseudomonas aeruginosa Secretaria de Salud de Bogota

- 3 aislamientos de P. aeruginosa de -7OCEE|:OV|aIes con Skim Milk y se dejan a -

pacientes con F.Q

Clinica el | coTA
de la Mujer = | MEJOR

Grupo .’quirOnsaIud DE BOGOTAD.C. PARA TODOS
SECRETARIA DE SALUD




Metodologia del objetivo 1

@ Cultivo e identificacién de aislados clinicos

( Identificacion )

. Aislado 2 \A)islado 3

Aislado 1

Z \ /- A\ /== ‘ ’ '
= W i JhN { TN i
N\ ’(1 f;;:—;', / \ }
N = = g |

Siembra en Cetrimide de aislados clinicos Incubar 24 horas

@ Curvas de crecimiento de aislados clinicos y cepa ATCC 27853
( Cepa ATCC 27853 ) ( Aislados Clinicos )

— Control: medio Luria Bertani
-J
I =4

Control: medio Luria Bertani
Condiciones:

- Incubacion 37°C

- Agitacion alta por 10 segundos
- Medicion de abs cada 15 min

- Medicién abs a 600nm

Condiciones:

- Incubacion 37°C

- Agitacion alta por 14 horas
- Medicién de abs cada hora
- Medicion abs a 620nm




Metodologia del objetivo 1

@ Extraccion de ADN gendmico a partir de los aislados clinicos y ATCC 27853

1. Lisado de células

3. Precipitacion ADN

e - e
== __aSETG. 2. Precipitacién de proteinas
Métodos ) ,
Kit comercial

W

Lavado ADN  Hidratacion

Precipitacion de
de proteinas ADN

Lisis células Precipitacion

Salting Out S




Metodologia del objetivo 1

@ Cuantificacion de ADN de los productos de extraccion

»' _’ 2ul de mx

O O DUPLICADO =
© | 2ul de Blanco v
(SLN — [
o | rehidratacion)
5 DUPLICADO i N

) Medir la abs a 260 nm y

uDrop Plate 280nm
@ Disefio de primers Alineamiento de la secuencia del gen mucA de
Secuencia del gen mucA:NCBI las cepas Pseudomonas aeruginosa ATCC
Utiliza la herramienta PAOly 27853

Using Primer BLAST

Primer-Blast

Parametros a tener en cuenta:

- Tamano de primers

- Porcentaje de Guanina-Citosina
(%GC)

- Temperatura melting cLU S‘T A |_

- Autocomplementariedad.

genomes.atcc.org (cepa ATCC 27853)

pseudomonas.com (cepa PAOL).




Metodologia del objetivo 1

@ Estandarizacion de la PCR y electroforesis

- Taq polimerasa: BlasTag 2X PCR MasterMix (abm)

- Cebadores: forward (5-ATGAGTCGTGAAGCCCTGC-3')
[10pmol/ull 'y reverse (5-TCAGCGGTTTTCCAGGCT-3')
[10pmol/ul]

- Programa termociclador:

-> Desnaturalizacion inicial (1 ciclo de 10 min a 94°C)

-> 40 ciclos (1 min a 94°C, 1 min a 57°C, 1 min a 72°C)

—> Extension final de, 10 min a 72°C.

Agarosa 1% --> 100 voltios por 30 min
Marcador de peso molecular: HyperLadder |
Muestras: 3,5 ul

Marcador: 3 ul

Purificacion y secuenciacion de productos de PCR

UMIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

Método » Secuenciacién de Sanger por
electroforesis capilar
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Caracterizacion fenotipica de los aislados clinicos _

@ Cultivo e identificacion de aislados clinicos

Figura 2Al, Bl y Cl (Agar MacConkey)

b Colonias traslucidas (bacteria no fermentadora)

Figura 2Alll, 2Bl 'y 2CIII (Gram)

b Bacilos Gram negativos

Prevalencia P. aeruginosa - Cystic Fibrosis

Foundation
199411 60% 2020 11 30% Figura 2. Morfologia colonial y Gram de los aislados clinicos. La distribucién de
las filas es: fila A (aislado 1), fila B (aislado 2), fila C (aislado 3); en el caso de las
I ] columnas, su distribucion es: columna | (Agar MacConkey), columna Il (Agar
P. fluorescens [1 Especie ambiental - T
Cetrimide) y columna IlI (Visualizacion Gram)
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Perfiles de resistencia de los aislados

2 ) Perfiles de resistencia de los aislados clinicos
Tabla 1. Perfil de Sensibilidad/Resistencia de los aislados de Pseudomonas

- Penicilinas Sp:
A Aislado 1 Aislado 2 Aislado 3
- Cefalosporinas de tercera y Antibiético - P, serugh R
Sensibilidad Py N cmi 8 8 8
cuarta generaC|0n Piperacilina/Sulbactam Interpretacion Sensible Sensible Sensible
A/B Ceftazidi cMI 2 4 4
eftazidima - p N N
A Interpretacic
_ CarbapenemICOS ner%r:nl cion Senaslble Sen;lble Senzsnble
) lucosid Cefepima Interpretacién |  Sensible Sensible Sensible
- Aminoglucadsidos : cmi <=0,12 025 05
g Doripenem Interpretacion Sensible Sensible Sensible
. . cmI 1 1 2
- Fluoroquinolonas mipenem Interpretacion | Sensible Sensible Sensible
" cmi <=0,25 <=025 05
eropenem Interpretacion | Sensible Sensible Sensible
— Amicacina oM <=2 <=2 <=2
. Interpretacion Sensible Sensible Sensible
- Aislado P. fluorescens J— omi <=1 =1 P
ExcepC|0n entamicina Interpretacion Sensible Sensible Sensible
; [ H H H ) . cMmi =0,25 <=0,25 <=0,25
Resistencia intermedia a ciprofloxacino Ciprofloxacino interpretacion | intermedio |  sencible ot
Colst cmi =05 N/A <=05
olistina Interpretacién | Sensible N/A Sensible




Curvas de crecimiento de cepas evaluadas

3 ) Curvas de crecimiento de cepa ATCC y aislados clinicos

N

3 réplicas del inéculo y 3 controles de
g medio (LB)
Q Fase Lag: 13 horas (800 min)
E Fase Log: 14 horas (820 min [ 1700
2
2 min)
<
0 2&0 4(;0 6&0 860 1 ﬁDD 1 ZiDD 1 I‘DD 1 G‘DD 1 B‘DD 2, D‘DD 22‘00 2 AYGG 26‘00 ZB‘DO Fase EStaC I 0 n ar I a: 6 horas (1700 D
Tiempo (min) 2200 mln)
Figura 6. Curva de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa Fase Muerte: 10 horas (2200 min (I
ATCC 27853
2800 min)
Estudio por . L .,
Liu'y col. ‘ P. aeruginosa ATCC 9027 [ Variacion duracion de las fases (lag de 4 horas;
2020 log de 5 a 36 horas);
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Curvas de crecimiento de cepas evaluadas

Curva de crecimiento aislado 1 (P. fluorescens) Curva de crecimiento del aislado 2 (P. aeruginosa)
0,6000 0,6000
E E
é 0,4000 g 04000
E 0,2000 -,'§ 0,2000
L
0,0000
0,0000 o N a . s 0 2 14 o] 2 4 [ 8 10 12 14
Tiempo (h) Tiempo (h)
Figura 7. Curva de crecimiento del aislado Figura 8. Curva de crecimiento del aislado 2
1 (Pseudomonas fluorescens) (Pseudomonas aeruginosa)

Curva de crecimiento aislado 3 (P. aeruginosa)

0,8

Estudio por Liu _
y col. » AISLADOS tienen curvas de

2020 duraciéon menores

Absorbancia a 620nm

0,2

0,0
o 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo (h)

Figura 8. Curva de crecimiento del aislado 3
(Pseudomonas aeruginosa) 14




Cuantificacion ADN gendmico

4 ) Cuantificacién ADN genoémico

Tabla 2. Cuantificacion ADN genémico obtenido a partir del KIT y Salting Out

Cuantificacion de ADN por método de KIT Cuantificacion de ADN por método de Salting Out
3 Relacion 2 5 Relacion
Medicion 1 Medicion 2 Promedio | Promedio-blanco | pg/mL 260280 Medicion1 | Medicion2 | Promedio |Promedio-blanco| pg/mL 2601280
SLN TE (260 nm) 0,0490 0,0487 0,0489 0,0000 0,000 0,000 0,0636 0,0613 0,0625 0,0000 0,000 0,000
SLN TE (280 nm) 0,0433 0,0433 0,0433 0,0000 0,0588 0,0576 0,0582 0,0000
Aislado 1 (260 nm) 0,7531 0,6934 0,7233 0,6744 0,4050 0,2822 0,2822 0.2198
Aislado 1 (280 nm) 0,3939 0,3614 03177 0,3344 b e 0.2164 0,1519 0,1519 0,0937 i “2
Aislado 2 (260 nm) 0,9519 0,7760 0,8640 0,8151 0,2365 0,2337 0,2351 01727
Aislado 2 (280 nm) 0,5404 04374 0,4889 0,4456 ot " 0,1354 0,1288 0,1321 0,0739 e £
Aislado 3 (260 nm) 0,2715 0,2140 0,2428 0,1939 0,2939 0,2974 0,2957 0,2332
Aislado 3 (280 nm) 0,1729 0,1241 0,1485 0,1052 " s 0,1672 0,1641 0,1657 0.1075 22 ka
ATCC 27853 (260nm) 0,3020 0,2634 0,2827 0,2339 0,1894 0,5785 0,1894 0,1270
— ATCC 27853 280nm) | 04747 | 01574 | 0.1661 o2z | % | ™' [ores | ot | oaus | ooses | o | 2

Se obtuvo una mayor concentracion y pureza optima del
ADN genomico obtenido por el Kit de Promega,
comparado con lo obtenido por el método de Salting
Out.

Estudio
Becker y col.
(2016)

Pureza DNA del estudio [1 1,5
[DNA] 1 18,1 pg/ml
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Electroforesis de ADN gendmico

S ) Electroforesis ADN gendémico

R L SRS R T BT
o G ey ' Figura 10. Electroforesis de ADN genomico obtenido por

() u H biod { = dos métodos de extraccion (Kit y Salting Out). Los carriles

N 1 al 4, corresponden a las muestras extraidas por el Kit de

Promega,; el carril 5, corresponde al marcador de peso

E molecular, HyperLadder I; los carriles 6 al 9, corresponden a

las muestras extraidas por Salting Out.
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Disefo y confirmacion de utilidad experimental de los primers

@ Disefio de primers

gen mucA - Pseudomonas aeruginosa PAO1

Posicién: 831914 -832498
Tamano: 585 nucledtidos

algu

ImucA
mucB
mucC

ATGAGTCGTGAAGCCCTGCAGGAAACTCTGTCCGCTGTGATGGATAACGAAGCGGATGAACTCGAGTTGC

GGCGGGTGCTCGCAGCTTGCGGCGAGGATGCCGAGCTGCGTTCCACCTGGTCGCGTTACCAGTTGGCGCG
GTCCGTCATGCACCGCGAGCCTACCCTGCCGAAGCTGGATATCGCTGCGGCGGTCTCTGCTGCCCTGGCCG
ACGAGGCCGCTCCGCCGAAAGCGGAGAAGGGACCGTGGCGGATGGTCGGTCGCCTGGCGGTCGCTGCCT
CGGTGACCCTGGCGGTGCTGGCCGGCGTGCGTCTGTACAACCAGAACGACGCCCTGCCGCAAATGGCGCA
ACAGGGGACCACCCCGCAGATCGCCCTGCCTCAGGTGAAAGGCCCGGCCGTGCTGGCCGGCTACAGCGAA
GAGCAGGGGGCGCCGCAGGTGATCACCAACTCCTCGTCCAGCGATACCCGCTGGCATGAGCAGCGTCTGC

CGATCTACCTGCGTCAGCACGTGCAACAATCCGCCGTCAGTGGTACAGAGAGCGCGCTGCCCTACGCTCGG

GCAGCCAGCCTGGAAAACCGCTGA

I S S N
Forward primer  ATGAGTCGTGAAGCCCTGC 57.89 60.08
Reverse primer TCAGCGGTTTTCCAGGCT 18 55.56 59.16

Figura 13. Ubicacién de primer forward (amarillo) y primer

reverse (azul) en la secuencia fasta del gen mucA.

@ Alineamiento de secuencias

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

mucA27853 ATGAGTCGTGAAGCCCTGCAGGAAACTCTGTCCGCTGTGATGGATAACGAAGCGGATGAA 60
PAO763 ATGAGTCGTGAAGCCCTGCAGGAAACTCTGTCCGCTGTGATGGATAACGAAGCGGATGAA 60
L T
mucA27853 CTCGAGTTGCGGCGGGTGCTCGCAGCTTGCGGCGAGGATGCCGAGCTGCGTTCCACCTGG 120
PAO763 CTCGAGTTGCGGCGGGTGCTCGCAGC TTGCGGCGAGGATGCCGAGCTGCGTTCCACCTGG 120
B T e e
mucA27853 TCGCGTTACCAGTTGGCGCGGTCCGTCATGCACCGCGAGCCTACCCTGCCGAAGCTGGAT 180
PAB763 TCGCGTTACCAGTTGGCGCGGTCCGTCATGCACCGCGAGCCTACCCTGCCGAAGCTGGAT 180
B T T
mMUcA27853 ATCGCTGCGGCGGTCTCTGCTGCCCTGGCCGACGAGGCLGLTCCGCCGAAAGCGGAGAAG 240
PAD763 ATCGCTGCGGCGGTCTCTGCTGCCCTGGCCGACGAGGCCGCTCCGCCGAAAGCGGAGAAG 240
Bt T T e
mUcA27853 GGACCGTGGCGGATGGTCGGTCGCCTGGCGETCGCTGCCTCGGTGACCCTGGCGGTGCTG 300
PAO763 GGACCGTGGCGGATGGTCGGTCGCCTGGCGETCGCTGCCTCGGTGACCCTGGCGGTGCTG 300
[ P R
mucA27853 GCCGGCGTGCGTCTGTACAACCAGAACGACGCCCTGCCGCAGRTGGCGCAACAGGGGACC 360
PAD763 GCCGGCGTGCGTCTGTACAACCAGAACGACGCCCTGCCGCAAATGGCGCAACAGGGGACC 360
D L T T T T T T
mucA27853 ACCCCGCAGATCGCCCTGCCTCAGGTGAAAGGCCCGGCCGTGCTGGCCGGCTACAGCGAA 420
PAB763 ACCCCGCAGATCGCCCTGCCTCAGGTGAAAGGCCCGGCCGTGCTGGCCGGCTACAGCGAA 420
B e
mucA27853 GAGCAGGGGGCGCCGCAGGTGATCACCAACTCCTCGTCCAGCGATACCCGCTGGCATGAG 480
PAD763 GAGCAGGGGGCGCCGCAGGTGATCACCAACTCC TCGT(CAGCGATACCCG(TGGCATGAG 480
P —— e e R
mucA27853 CAGCGTCTGCCGATCTACCTGCGTCAGCACGTGCAACAATCCGCCGTCAGTGGTACAGAG 540
PAB763 CAGCGTCTGCCGATCTACCTGCGTCAGCACGTGCAACAATCCGCCGTCAGTGGTACAGAG 540
AR AR
mucA27853 AGCGCGCTGCCCTACGCTCGGGCAGCCAGCCTGGAAAACCGCTGA 585
PAB763 AGCGCGCTGCCCTACGCTCGGGCAGCCAGCCTGGAAAACCGCTGA 585

R KRR KRR R

Porcentaje de similitud: 99,83%
La posicidon 342, en el caso de la cepa PAO1, hay
una Adeninay la ATCC 27853, hay una Guanina.
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Electroforesis de PCR

8 ) Electroforesis de la PCR del gen mucA

Figura 14. Electroforesis del gen mucA de las
cepas ATCC 27853 y aislados clinicos

amplificados por PCR. En el carril 1 se encuentra el

marcador de peso molecular (HyperLadder I); el carril 2,
corresponde al aislado 1 (P. aeruginosa); el carril 3,
600 pb correspondiente al aislado 2 (P. fluorescens); el carril 4,
correspondiente al aislado 3 (P. aeruginosa); en el carril 5,
corresponde a la cepa ATCC 27853, vy, por ultimo, en el

carril 6, se encuentra un control negativo con agua free.

18
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Metodologia del objetivo 2

Identificar posibles mutaciones que se encuentren en el gen mucA en cepas de Pseudomonas
aeruginosa asociadas a la infeccion cronica producida en fibrosis quistica mediante el andlisis
bioinformatico de las secuencias nucleotidicas obtenidas.

1 ) Visualizacién de las secuencias obtenidas

2 ) Depuracion de las secuencias

3 ) Alineamiento de las secuencias con los primers forward y reverse
(Secuencia consenso)

4 ) Comparacion con bases de datos

5 ) Alineamiento secuencia consenso con secuencia ATCC

19



Electroferogramas de secuencias

ATCC
Visualizacion de secuencias cepa ATCC 27853

A. Electroferograma cepa ATCC — Primer Forward

Figura 12. Electroferogramas de
un fragmento del gen mucA de P.
aeruginosa ATCC 27853 obtenido
a partir del secuenciamiento con
el primer forward y reverse. (A)

B. Electroferograma cepa ATCC — Primer Reverse fragmento del electroferograma obtenido
PN Selacted none | Sample: VV_22-074-ATCC-VV-R |Fila: CUsers vaew Documents SECUENCIACION'VV_23-74. Valara Velez. 20230323.20220330 VV,_23-074-ATCC-V V- bl a part"- del prlmer forward, (B) fragmento
G(Gl()'o(' ccecrGe 'clfa:(nt TOT \(‘li\oc GGCCAGC \lzooo(('oocrclto: TCACCTG «Iéos(' AGGGCG «l?o(' TGCGGGO ::goo: ccec16 ::?o(;c GCCATC ::("30(00(' AG del electroferograma 0bten|d0 a part”’

del primer reverse.

|
F A AT I

20



Blast de comparacion con bases de datos

® Blast de busqueda de secuencia ATCC en base de

datos

B Longitud de la secuencia del gen mucA ATCC

Bl sccuencia abarcada por las bases de datos

Description
v

Pseudomonas aeruginosa strain DVT410 chromosome, complete genome
Pseudomonas aeruginosa strain DVT421 chromosome, complete genome
Pseudomonas aeruginosa strain DVT423 chromosome, complete genome

Pseudomonas aeruginosa strain PAAKO88 chromosome, complete genome

Pseudomonas aeruginosa strain PAC1 chromosome, complete genome
Pseudomonas aeruginosa strain K19PSE24 chromosome
Pseudomonas aeruginosa strain LYT4 chromosome, complete genome

Pseudomonas aeruginosa strain AA2 chromosome, complete genome

< B<B<H<H<N<H<N<]

Scientific Name
v

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Max
Score
v
1061
1061
1061
1061
1061
1061
1061
1061

Total
Score
v
1061
1061
1061
1061
1061
1061
1061
1061

Query

Cover value Ident
- v

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Figura 13. Blast de comparacion de
secuencia ATCC y bases de datos

Alignment Scores [JJ<40 [JJ40-50 [J50-80 |[80-200 |i>=200

Distribution of the top 100 Blast Hits on 100 subject sequences

mm

1 100 200 300 400 500

!

Per.

98.98%

o

98.98%

o

98.98%

Y

98.98%

Y

98.98%

-~

98.98%

Y

98.98%

o

98.98%

o
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Alineamiento de secuencia consenso y ATCC

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

Consensus
ATCC27853

Consensus
ATCC27853

Consensus
ATCC27853

Consensus
ATCC27853

Consensus
ATCC27853

Consensus
ATCC27853

Consensus
ATCC27853

Consensus
ATCC27853

Consensus
ATCC27853

Consensus
ATCC27853

TTATGAGTCGTGAAGCCCTGCAGGAAACTCTGTCCGCTGTGATGGATAACGAAGCGGATG
- -ATGAGTCGTGAAGCCCTGCAGGAAACTCTGTCCGCTGTGATGGATAACGAAGCGGATG

R

WACTCGAGTTGCGGCGGGTGCTCGCAGCTTGCGGCGAGGATGCCGAGCTGCGTTCCACCT
AACTCGAGTTGCGGCGGGTGCTCGCAGCTTGCGGCGAGGATGCCGAGCTGCGTTCCACCT

B e

GGTCGCGTTACCAGTTGGCGCGGTCCGTCATGCACCGCGAGCCTACCCTGCCGAAGCTGG
GGTCGCGTTACCAGTTGGCGCGGTCCGTCATGCACCGCGAGCCTACCCTGCCGAAGCTGG

B T Y

ATATCRCTGCGGCGGTCTCTGCTGCCCTGGCCGACGAGGCCGCTCCGCCGAAAGCGGAGA
ATATCGCTGCGGCGGTCTCTGCTGCCCTGGCCGACGAGGCCGCTCCGCCGAAAGCGGAGA

R T T Y

AGGGACCGTGGCGGATGGTCGGTCGCCTGGCGGTCGCTGCCTCGGTGACCCTGGCGGTGC
AGGGACCGTGGCGGATGGTCGGTCGCCTGGCGGTCGCTGCCTCGGTGACCCTGGCGGTGC

B e Y

TGGCCGGCGTGCGTCTGTACAACCAGAACGACGCCCTGCCGCAGATGGCGCAACAGGGGA
TGGCCGGCGTGCGTCTGTACAACCAGAACGACGCCCTGCCGCAGATGGCGCAACAGGGGA

AR AR R R R AR AR R AR AR R AR AR R AR AR R AR AR AR R s

CCACCCCGCAGATCGCCCTGCCTCAGGTGAAAGGCCCGGCCGTGCTGGCCGGSTACAGCG
CCACCCCGCAGATCGCCCTGCCTCAGGTGAAAGGCCCGGCCGTGCTGGCCGGCTACAGCG

AR AR E R R AR AR R AR AR AR AR R AR R E AR TR RS SRR

AAGAGCAGGGGGCGCCKCAGGTGATCACCAACTCCTCGTCCAGCGATACCCGCTGGCATG
AAGAGCAGGGGGCGCCGCAGGTGATCACCAACTCCTCGTCCAGCGATACCCGCTGGCATG

B e

AGCAGCGTCTGCCGATCTMES TGCGTCAGCACGTGCAACAATCCGCCGTCAGTGGTACAG
AGCAGCGTCTGCCGATCTACCTGCGTCAGCACGTGCAACAATCCGCCGTCAGTGGTACAG

B Y

AGAGCGCGCTGCCCTACGCTCGGGCAGCCAGCCTGGAAAACCGCTGAA 588
AGAGCGCGCTGCCCTACGCTCGGGCAGCCAGCCTGGAAAACCGCTGA- 585

AR AR R AR AR R AR AR AR AR R R AR RS R R R b

60
58

120
118

180
178

240
238

300
298

360
358

420
418

480
478

540
538

Comparacion con bases de datos

Figura 13. Alineamiento de secuencia consensus ATCC
27853 y la secuencia de la base de datos de ATCC
27853.

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

1: Consensus 100.00 98.97
2: ATCC27853 98.97 100.00

Figura 14. Porcentaje de identidad obtenido al hacer el
alineamiento en Clustal-Omega.
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Electroferogramas de secuencias aislado 2
Visualizacion de secuencias aislado 2

A. Electroferograma aislado 2 — Primer Forward

Figura 15. Fragmento del
electroferograma del gen mucA
del aislado 2 obtenido a partir del
secuenciamiento con el primer
forward y reverse. (A) fragmento
obtenido a partir del primer forward;
(B) fragmento obtenido a partir del
primer reverse.

% aBich c UENCIACION\W_22-74. Valeria Velez. 20220323-202203300W_ 22-074-A2-V.-R.ab1 [E=3 foR %=

— s Selected none | Sample: VV_22-074-A2-VV-R File: C:Users valev Documents SECUENCIACION VV_22-74. Valeria Velez. 20220323-20220330'VV_22-074-A2-V.V-Rabl

140 150 160 170 180 19 200 210 20 230 *
3CGCCCCCTGCTCTTCGCTGTAGCCGGCCAGCACGGCCGGGCCTTTCACCTGAGGCAGGGCGATCTGCGGGGTGGTCCCCTGTTGCGCCATCTGCGGCAGE
No fue posible obtener la

sttt ool ool bt | Secuencia delos aisiados 1y
i"'“ \ UATATRAT /\ / YV VL N Y VY AR TAATY J

D 3 (picos superpuestos)
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[CECH<E<H<E<N<N<N<N<N<N<]

Blast de comparacion con bases de datos

@ Blast de basqueda de secuencia en base de datos

Longitud de la secuencia del gen mucA

B seccuencia abarcada por las bases de datos

Description
<

Pset aeruginosa strain CON118 complete genome

Scientific Name
v

Pseu aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa strain DVT419 chromosome, complete genome
Pseudomonas aeruginosa strain 1811-18R001 chromosome, complete genome

Psel aeruginosa strain 1811-13R031 ¢l ne, complete genome
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Figura 17. Alineamiento de secuencia consensus
aislado 2 y la secuencia de la base de datos de ATCC
27853. En color amarillo se observan las bases que no fueron
compatibles en la secuencia consensus y, por lo tanto, no fue
compatible con la secuencia ATCC 27853. En color rojo, se
observan las mutaciones que se presentaron a lo largo de la
secuencia.
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ldentificacion de mutaciones en aislado 2

9.7 Identificacion de mutaciones en el aislado 2

Tabla 3. Frecuencia de mutaciones presentes en el aislado 2. .

B 9 mutaciones por
Frecuencia de mutaciones presentes en el aislado 2 transversion

- SUSTITUCIONES - INSERCION )
Transversién Transicién I:I 7 mutaciones por

Cambio transicion

evidenciado| , _,c | 1, g C—A | AT | oG | GoA | CoT T—C (+A) _
Frecuencia[ 3 2 1 1 2 2 | 3 | 2 1 [ 1 mutacion por
. P1; P23; ) . ) P14; P26; ) H P4
Posicién Bas P5; P9 P6 P24 P15; P28 | P10; P30 P15 P29, P92 P386 insercion

(p) posicion en la secuencia observada en el alineamiento.

Estudio Candido y

col. (2018)

L

>

Evalian cambio en
secuencia, mutaciones del
gen mucA y fenotipo

Mutaciones:

sustituciones, inserciones

Bragonzi y col.
(2006)

2

Mutaciones del gen
mucA [
SUSTITUCION

—{rANSICIoN =168)
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Conclusiones

Se observé una variabilidad en cuanto a presencia de diferentes cepas de
Pseudomonas spp. en pacientes con Fibrosis Quistica, permitiendo no solamente
encontrar a P. aeruginosa, sino también a P. fluorescens.

Existe una variacion en cuanto a las curvas de crecimiento de los aislados, la cual
puede estar relacionada con el método y tiempo evaluado, lo cual se evidencia en las
diferencias de la duracion de las fases lag, log y estacionaria de cada uno.

En el presente estudio, se dan a conocer mutaciones del tipo insercién y sustitucion
(predominan las transversiones) que anteriormente no han sido descritas en la
literatura revisada.

No necesariamente todas las mutaciones presentes en el gen mucA van a influir de
forma directa en el cambio del fenotipo bacteriano (de no mucoide a mucoide), y que
existe algunas descritas en literatura que se conocen porque estan presentes en el
fenotipo mucoide como es el caso de la mutacion mucA22.
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Perspectivas futuras

Volver a secuenciar los aislados 1 y 3 para determinar si en estas
secuencias también hubo mutaciones presentes.

Realizar un nuevo estudio con un nimero mayor de aislados, en donde
se identifiquen a mayor escala las mutaciones presentes en el gen
mucA de P. aeruginosa en pacientes con F.Q.

Continuar en un futuro con los estudios sobre los aislados, en este caso,
haciendo una correlacion entre los niveles de alginato y el fenotipo
presentado por los aislados.

Inducir el fenotipo mucoide en los aislados de forma in vitro y
nuevamente evaluar la presencia de mutaciones en el gen mucA.
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