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Caracterizacion del gen mucA en cepas de Pseudomonas aeruginosa
asociadas a la infeccién créonica producida en fibrosis quistica
Resumen
Pseudomonas aeruginosa es un microorganismo de gran importancia a nivel clinico,
se encuentra comunmente aislado de infecciones asociadas a la atencion en salud
(IAAS) y también en pacientes con enfermedad de base como la Fibrosis Quistica
(F.Q). Dicha enfermedad genética es de tipo autosdmico recesivo, caracterizada por
tener una afectacién multisistémicay, a su vez, por presentar acumulacién de moco
dentro de los pulmones de los pacientes, permitiendo la colonizacién de un amplio
espectro de microorganismos. En el caso del estadio crénico de la infeccion
producida por P. aeruginosa en los pacientes con F.Q, se presentan una gran
variedad de mutaciones en el genoma, debido a la exposicion prolongada a factores
estresores, tales como el ambiente anaerobio producido por el moco, la insuficiencia
nutricional, la presencia de altas concentraciones de antibitticos para erradicar la
infeccion y la constante activacién de la respuesta inmune encabezada por los
neutréfilos y especies reactivas de oxigeno (ROS). Uno de los genes que se
encuentra asociado al estadio cronico de la infeccion en pacientes con F.Q es el
gen mucA, el cual en condiciones normales se encarga de controlar la produccion
del alginato. No obstante, cuando se presenta la mutacion, se genera la conversion
mucoide de la bacteria. En ese sentido, el objetivo de esta investigacion es
caracterizar el gen mucA en cepas de Pseudomonas aeruginosa que se encuentran

asociadas a la infeccion cronica producida en fibrosis quistica.
PALABRAS CLAVES: P. aeruginosa; Fibrosis Quistica; gen mucA,



INTRODUCCION

Planteamiento del problema

Pseudomonas aeruginosa, es un patégeno de gran importancia a nivel clinico, no
solo porque es una de las principales bacterias aisladas de infecciones asociadas a
la atencion en salud (IAAS) o infecciones nosocomiales?, sino también porque es
uno de los microorganismos mas comunmente aislados en las secreciones
respiratorias de pacientes con fibrosis quistica, produciendo infecciones en el tracto
respiratorio y asi mismo causando un aumento de la mortalidad y morbilidad que

tienen estos pacientes?.

El fenotipo mucoide es una de las adaptaciones mas importantes que presenta P.
aeruginosa, ya que surge como resultado de la exposicion prolongada a los
antibioticos y de la constante respuesta inmune que se activa para poder
erradicarla?. El fenotipo mucoide se expresa cuando hay una mutacién en el gen
mucA, el cual hace parte del operén algTmucABCD, encargado de controlar y
regular la produccion del alginato, sin embargo, al presentarse las mutaciones en
gen mucA la produccién del alginato se vuelve positiva y se genera como
consecuencia la sobreproduccién del mismo3. Dentro de las funciones potenciales
del alginato esta la produccién de una barrera compuesta por este exopolisacérido,
la cual protege a P. aeruginosa de la fagocitosis permitiendo asi que no se controle

la infeccién y desencadenando la muerte del paciente?.

De igual forma, el fenotipo mucoide se ha asociado a una etapa cronica de la
infeccién y a un incremento en la mortalidad, esto principalmente debido al aumento
en la capacidad para formar biopeliculas que adquiere la bacteria, evitando asi la
erradicacion con antibidticos y permitiendo la persistencia de ésta dentro del
ambiente pulmonar?. También el fenotipo mucoide ha sido asociado a la regulacién

negativa de los factores de virulencia (flagelos, pili, LPS, T3SS y sistemas QS)4, es



decir que su expresion se ve inhibida debido a la alta carga energética que es

utilizada para la produccién continua del alginato.

Por las razones anteriormente mencionadas, se vuelve necesario comprender y
profundizar el conocimiento que se tiene acerca de las mutaciones adquiridas en el
gen mucA, con el fin de en un futuro idear estrategias para contrarrestar este
cambio. Es por eso que en este trabajo se pretende dar respuesta a la siguiente

pregunta de investigacion:

¢, Cuales son las principales mutaciones que se identifican en el gen mucA en cepas
de Pseudomonas aeruginosa asociadas a la infeccion producida en fibrosis

quistica?

Objetivo general

Caracterizar el gen mucA en cepas de Pseudomonas aeruginosa asociadas a la
infeccién producida en fibrosis quistica.

Objetivos especificos

- Aislar el gen mucA en cepas de Pseudomonas aeruginosa asociadas a la
infeccion producida en fibrosis quistica, mediante la reaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR).

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

mediante el analisis bioinformatico de las secuencias nucleotidicas obtenidas.

Justificacion

Pseudomonas aeruginosa es uno de los principales patdogenos causantes de

infecciones en el ser humano tales como, otitis externa, bacteriemia, queratitis,



foliculitis y en menor proporcién neumonia®. Ademas, es una de las bacterias mas
comunmente encontradas en el ambiente intrahospitalario, afectando a pacientes
inmunocomprometidos y hospitalizados, causando neumonia en pacientes en UCI®,

colonizando catéteres y también encontrandose adherida a equipos médicos’.

Esta bacteria ha tomado gran importancia debido a que hace parte de las bacterias
que encabezan la lista de patdégenos prioritarios en cuanto a resistencia a
antibiéticos, destacando que se encuentra en la prioridad critica por su resistencia
a carbapenémicos?, esto se le atribuye a su resistencia tanto intrinseca como
adquirida, dentro de las cuales cabe destacar algunos mecanismos como lo son, la
produccion de betalactamasas y una gran cantidad de genes que codifican para

bombas eflujo, ademas, de la transferencia horizontal de genes de resistencia®.

Asi mismo, Pseudomonas aeruginosa ha sido fuertemente relacionada con fibrosis
quistica; en donde la prevalencia de éste patdégeno sobrepasa el 50% en individuos
entre 18 y 45 afos'. Por otro lado, en pacientes con infecciones crénicas y debido
a las diferentes presiones a las cuales esta sometida la bacteria, (tratamiento con
antibioticos, la insuficiencia nutricional, estrés osmatico, entre otras), se genera un
cambio a fenotipo mucoide como consecuencia de una mutacion en el gen mucA,
que conduce a una sobreproduccién de alginato, lo que le permite continuar
instaurada dentro de los pulmones y seguir produciendo dafio de los pacientes con

fibrosis quisticat®12,

Es asi que, en esta investigacion se pretende identificar mutaciones en el gen mucA
ademas de la comunmente reportada (mucA22), las cuales puedan estar asociadas
a la conversién hacia un fenotipo mucoide en la bacteria Pseudomonas aeruginosa,
fenotipo encontrado en infecciones cronicas por esta bacteria en pacientes con
fibrosis quistica y que ha sido fuertemente asociado con un aumento no solo en la
morbilidad sino también en la mortalidad, por el dafio generado en las vias aéreas
y el deterioro de la funcién pulmonar de los pacientes®'%13, La caracterizacién de

esas mutaciones, permitira a futuro desarrollar estrategias, para contrarrestar y/o



frenar esta conversion y evitar el desenlace fatal que normalmente tienen en estos

pacientes.

1. ANTECEDENTES

La instauracion del fenotipo mucoide de Pseudomonas aeruginosa, es un
mecanismo que facilita el establecimiento de una infeccion crénica en los pacientes
con Fibrosis Quistica'*. El factor que determina la conversién mucoide de esta
bacteria, es la presencia de mutaciones en el gen mucA o también conocido como
factor anti-sigma, que es uno de los genes que hace parte de un operon

algTmucABCD encargado de la biosintesis del alginato?!®.

Las adaptaciones que normalmente se presentan se basan en la aparicion de
mutaciones de pérdida de funcién en una variedad de genes, en donde se destacan
el gen mucA, el cual es un regulador negativo de la biosintesis del alginato. De
acuerdo con el estudio realizado por Feliziani et al, en donde caracterizaron el gen
mucA, encontraron que predominaba la presencia de pequefas deleciones en un
64,7% de los aislados evaluados y el resto de mutaciones correspondian a

transiciones y transversiones*®.

Al igual que el anterior estudio, en el caso de Pozuelo et al, de la totalidad de
aislados mucoides evaluados (56), el 70% de estos tenian mutaciones que eran
capaces de truncar a la proteina MucA, de las cuales ocho eran nuevas y exclusivas
de un clon y dos de ellas ya habian sido descritas, de las cuales la mutacion mas
comunmente presentada es la delecion de una guanina que ocupa la posicion 426
a 430 (A430G), conocida como mucA22 y la segunda a una mutacion sin sentido
C424T1Y7,

Asimismo, de acuerdo con el estudio realizado por Candido et al, al evaluar la
presencia de mutaciones en el operon AIgT/mucABCD de Pseudomonas
aeruginosa, encontraron que, para el gen mucA, las mutaciones o cambios en la

secuencia de nucledtidos predominantemente se debe a deleciones, también a

4



transiciones vy, transversiones y en menor medida inserciones, las cuales en su
mayoria pueden conducir a cambios del marco de lectura y/o codones de parada
prematuros, que generan como consecuencia que la proteina MucA tenga pérdida

de funcion?®,

Por altimo, de acuerdo a un estudio realizado por Schofield et al, donde se evalu6
la eliminacion del gen mucA de P. aeruginosa mediante intercambio alélico, se
determind que el gen mucA es esencial para la viabilidad de Pseudomonas
aeruginosa, sefalandose que la viabilidad esté relacionada con alelos que codifican

para los 50 primeros aminoacidos de la proteina MucA*®.



2. MARCO REFERENCIAL

2.1 Generalidades microbiolégicas de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo, que se caracteriza por ser
aerobio estricto, asimismo por su gran adaptabilidad a diferentes ambientes, siendo
un saprofito que se encuentra no solo en suelo, superficies acuosas, sino también

produciendo infecciones en el ser humano?°.

Este patdgeno, posee un genoma de gran extension (5,5 a 7 millones de pares de
bases), con una alta proporcion de genes reguladores que codifican para una amplia
variedad de factores de virulencia, en donde cabe destacar la presencia de un
flagelo polar, un pili de tipo 4, Quorum Sensing (QS), la capacidad de produccién de
pigmentos como la piocianina, la formacion de biopeliculas, la presencia del sistema
de secrecion tipo 4, y sobre todo la produccién del alginato, un polisacérido que
funciona como una capsula que recubre a la bacteria y le confiere diversas
propiedades como resistencia a antibidticos y la evasion de la respuesta

inmune?0:21.22,

Para la identificacion de esta bacteria, se hace uso de pruebas bioquimicas, las
cuales en este caso son, lactosa (-), glucosa (-), oxidasa (+), Simmon citrato (+),
ureasa (-), TSI (K /K), lisina descarboxilasa (-), MR (-), VP (-), hidrdlisis de gelatina
(+), indol (-), motilidad (+) y crecimiento de colonias amarillas en medio agar

MacConkey?3,

Por otra parte, una de las principales razones por la cual es considerado a
Pseudomonas aeruginosa como un microorganismo de importancia clinica, es
debido a que se caracteriza por ser resistente a la erradicacion por parte de
antimicrobianos, esto debido a que tiene la presencia de mecanismos de resistencia
intrinsecos y adquiridos (B-lactamasas, sobreexpresion de bombas efflux vy

carbapenemasas de espectro extendido)?*.



2.2 Importancia a nivel intrahospitalario y enfermedades asociadas a la

bacteria

De acuerdo con el European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), en
el aflo 2017 Pseudomonas aeruginosa fue el microorganismo mayormente aislado
de muestras de pacientes con neumonia adquirida en la UCI, en donde, el
porcentaje de incidencia vari6 dependiendo del pais destacando los casos de
Eslovaquia (33,3%), Hungria (32,4%), Portugal (29,2%), Espafia (24,0%) y Romania
(23.3%). Asi mismo, también se ha descrito la presencia de esta bacteria en otras
infecciones como infecciones del torrente sanguineo, infecciones del tracto urinario

adquiridas en UCI, e infecciones en piel, pero con una menor frecuencia?®.

Ademas, es de gran importancia destacar que P. aeruginosa es considerado como
uno de los patdgenos de gran importancia a nivel intrahospitalario, ya que produce
infecciones nosocomiales tales como, queratitis, otitis externa y media, neumonia
asociada al ventilador (VAP), también se ha visto presente en pacientes con
enfermedades que modifican el tracto respiratorio, como es el caso de la fibrosis
quistica, otras asociadas a la inmunosupresion de los pacientes, como por ejemplo

las quemaduras®’ y también se encuentra colonizando catéteres e implantes?®.

2.2.1 Fibrosis Quistica

La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad genética autosémica recesiva causada
por la mutacion en el gen CFTR (gen regulador de la conductancia transmembrana
de la fibrosis quistica), el cual se expresa en diferentes drganos como, rifiones, el
pancreas, el intestino, el corazén y los pulmones, y normalmente regula el paso de

potasio y sodio y los canales de cloruro?’.

La mutacién mas comunmente encontrada en el gen CFTR es la eliminacion de una

fenilalanina en la posicion 508 (AF508), la cual genera una disfuncién del CFTR vy,



provocando la incapacidad de regular el transporte de iones cloruro y bicarbonato a
través de los epitelios, causando en Uultima instancia la disfuncion de muditiples
organos. Junto con la disfuncién de CFTR, se presenta un déficit en la respuesta
inmune, la cual, al combinarse con productos inflamatorios y factores de virulencia
bacterianos, en caso de infeccidén, se genera un dafio pulmonar progresivo que

desencadena una insuficiencia respiratoria y, por ultimo, la muerte?®.

2.2.1.1 Manifestaciones clinicas

Dentro de algunas manifestaciones clinicas clasicas que presentan los pacientes se
encuentran la insuficiencia respiratoria o las alteraciones gastrointestinales, que
conducen en el caso respiratorio a la presencia de sibilancias o neumonia
recurrentes, disnea de esfuerzo, bronquiolitis y en el caso gastrointestinal, a la
distension abdominal, esteatorrea, cirrosis biliar, ademas del signo de mayor
importancia para el diagndstico, como lo son las altas concentraciones de cloruro
en el sudor?®. Cabe destacar que dentro de los eventos tempranos que se presentan
mas comunmente en los pacientes estd, el atrapamiento del aire, obstruccion de las
vias respiratorias por la produccidbn excesiva de moco, bronquiectasias
(agrandamiento de las vias respiratorias) y altos niveles de marcadores

inflamatorios, como, por ejemplo, la elastasa de los neutréfilos?8.

2.2.1.2 Diagndstico

De acuerdo con las directrices del consenso de la Cystic Fibrosis Foundation, en
primera instancia se evalla la presentacion clinica de la F.Q, en donde se
correlacionan los signos y sintomas, con la historia familiar y el cribado neonatal.
Luego, se realiza una prueba de cloruro en sudor, en donde si se obtiene un
resultado mayor o igual a 60 mmol/L, se hace el diagndstico de la F.Q. Sin embargo,
existen otras pruebas que se pueden realizar, como lo son los analisis genéticos del

gen CFTR Yy las pruebas fisiolégicas de CFTR.



2.3 Infeccion de Pseudomonas aeruginosa en pacientes en F.Q

La adquisicion de la bacteria se da por dos razones, el contacto con otro paciente
infectado y el contacto con algun reservorio natural de P. aeruginosa (lagos), luego,
se presenta la colonizacién del aparato respiratorio superior (orofaringe) y por medio
de la microaspiracion, la bacteria entra al tracto respiratorio inferior y coloniza

nuevamente3l,

Al ingresar la bacteria dentro del hospedero, se da la activacion de la respuesta
inmune, la cual se ve controlada por los diversos factores de virulencia que tiene P.
aeruginosa, como lo es el caso de las exotoxinas, que se encargan de lisar los
neutrofilos, la piocianina, que induce la apoptosis de los neutréfilos y la presencia

de los ramnolipidos, que necrosan a los neutréfilos.

2.3.1 Etapas de la infeccién por P. aeruginosa

La infeccion por P. aeruginosa en pacientes con FQ presenta dos etapas, una aguda
y una cronica. La aguda se caracteriza por que los aislados son sensibles a los
antibioticos, también por la presencia de un fenotipo no mucoide o salvaje de la
bacteria, la expresion del flagelo que le permite desplazarse para asi llegar al lugar
en el cual se va a instaurar y la expresion activa de factores de virulencia, la cual se

ve regulada por varios sistemas sensores de quérum (QS)32.

En el caso de la etapa cronica producida por Pseudomonas aeruginosa, ésta es
definida como la persistencia de la misma en los pulmones de los pacientes con F.Q
por mas de 6 meses y/o la presencia de mas de 2 anticuerpos precipitantes de P.

aeruginosa®3.

Durante la adaptacion a infeccion cronica por parte la bacteria, ésta se enfrenta a
diferentes presiones selectivas o tensiones ambientales como, la competencia

intra/interespecie, el ambiente anaerobio dado por la acumulacién de moco dentro



de los pulmones, el estrés osmdtico, la alta concentracion de antibidticos y, por
altimo, el ataque por parte del sistema inmune. Debido a la exposicion prolongada
a las presiones anteriormente mencionadas, se ve favorecida la presencia de
mutaciones espontaneas en genes como mucA, que permiten la seleccion de
variantes mas adecuadas para una colonizacién a largo plazo, trayendo consigo la
regulacion a la baja de los factores de virulencia y la presencia de variantes

mucoides34.

Uno de los factores que influye de manera directa en la generacién de mutaciones,
es la respuesta inmune, la cual en este caso estd mediada principalmente por
polimorfonucleares (PMN), y se encargan de producir especies reactivas de oxigeno
(ROS), dentro de las cuales cabe destacar el peréxido de hidrogeno (H202), que
dafia directamente al ADN®°, produciendo como consecuencia la presencia de
mutaciones aleatorias, en donde en el caso de pacientes con F.Q se ve afectado el

gen mucA, generando asi la conversion mucoide.

2.4 Regulacioén y biosintesis del alginato

El alginato es un polimero compuesto por los acidos D-manurdénico y L-gulurénico,
el cual en el caso de P. aeruginosa, juega un papel fundamental en la maduracién
de las biopeliculas. La produccion del alginato es controlada por un operén de 12
genes y éste a su vez por el promotor algD. Para que este operon se exprese, es
necesaria la actividad del factor sigma AlgT, el cual esta codificado en el operon
algT/mucABCD?8 36,
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Nonmucoid (WT) » Mucoid » Nonmucoid revertant

Pa/gD PaIgD PaIgD
i e =

Alginate biosynthetic operon Alginate biosynthetic operon Alginate biosynthetic operon
(inactive) (active) (inactive)
Figura 1. Regulacién de la biosintesis del alginato en Pseudomonas
aeruginosa no mucoide, mucoide y no mucoide revertante
Fuente: Malhotra S, et al., 2019

En condiciones normales, AIgT es secuestrado por factor anti-sigma MucA,
permitiendo asi que el operén se mantenga inactivo. Sin embargo, cuando la
bacteria se encuentra causando una infeccion crénica en pacientes con F.Q y por
lo tanto se mantiene en una constante exposicion a estresores, la bacteria adquiere
mutaciones en el gen mucA, dando como resultado que MucA se encuentra
truncado y que no sea capaz de unirse al factor sigma AlgT, permitiendo asi, que
este quede libre y se una a la RNA polimerasa, dirigiendo la transcripcion de los

genes de la biosintesis de alginato, favoreciendo asi su sobreproduccion??:36,

Sin embargo, es posible que se presente el fenotipo no mucoide en la bacteria, pero
gue se encuentren mutaciones dentro del gen mucA, estos casos ocurren cuando
existe una mutacion secundaria en AlgT, que no permite que éste pueda activar los
factores de transcripcidbn auxiliares y tampoco, directamente al operon
algTmucABCD?3S,
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3. DISENO METODOLOGICO
3.1 Universo, poblacion, muestra
Tipo de investigacion
La investigacion es de tipo mixta, debido a que por medio de ésta se podran
identificar las mutaciones que se producen en el gen mucA y a su vez realizar una
descripcion de la presencia o ausencia de las mismas con el fenotipo presentado
por las cepas de Pseudomonas aeruginosa.
Nivel, alcance o enfoque de la investigacion
La investigacion es de tipo descriptivo y experimental, ya que permite identificar las
mutaciones en el gen mucA presentes en las cepas en estudio, describir la relacion
entre las mutaciones obtenidas y el fenotipo observado, por medio del uso de
diferentes metodologias como la secuenciacién y bioinformatica.
Poblaciéon objeto de estudio
Cepas de la bacteria Pseudomonas aeruginosa.
Muestra
Cepa de referencia ATCC de Pseudomonas aeruginosa 27853, la cual fue donada
por la Secretaria de Salud y tres aislados clinicos provenientes de pacientes con

Fibrosis Quistica y con infeccién por Pseudomonas aeruginosa donadas por la

Clinica de la Mujer de Bogota.
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3.2 Técnicas y procedimientos

3.2.1 Conservacion de la muestra clinica

La conservacion de los aislados clinicos se realizé en la Secretaria de Salud de
Bogota, en donde se llevd a cabo el protocolo de congelamiento de la misma, la
cual consiste en sembrar por agotamiento la muestra en un agar MacConkey.
Posteriormente al crecimiento del microorganismo, se realizan crioviales con el

medio Skim milk y la bacteria y, por ultimo, se lleva a -70°C, para su preservacion®’.

3.2.2 Cultivo e identificacién de Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas

fluorescens

Para el cultivo e identificacion de las cepas de P. aeruginosa y P. fluorescens, se
siguio6 el protocolo descrito por Hatite y col; brevemente, las bacterias se sembraron
en agar Cetrimide a 37°C por 24 horas®’, posteriormente, la identificacion y
confirmacion del género y especie de bacteria se realizg, por método automatizado,
usando el equipo VITEK, el cual utiliza tarjetas de identificacion por medio de
pruebas bioguimicas®, que a su vez, permite determinar el perfil de resistencia de

los aislados.

3.2.3 Curvas de crecimiento de los aislados clinicos y ATCC 27853

Para realizar la curva de crecimiento de la cepa ATCC 27853, se utilizo el equipo
Thermo Labsystems Type FP-1100-C Bioscreen C Automated Microbiology Growth
Curve Analysis System, en donde se tom6 como blanco del ensayo el medio Luria
Bertani sin inocular y se hicieron 3 réplicas de los indculos. Se llevé a cabo, la curva
de crecimiento con las siguientes condiciones: incubacion a 37°C, agitacion de 10
segundos antes de realizar la medicion de la absorbancia, el tiempo de duracién de
2 dias, velocidad de agitacion alta y se toma una medicion de la absorbancia cada
15 min.
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En el caso de las curvas de crecimiento de los aislados, se sigue el protocolo
utilizado en la Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC), el cual se
basa, en utilizar una microplaca de 96 pozos, la cual es inoculado por duplicado con
100ul de un cultivo por cada una de las cepas, se realizan las mediciones de la
absorbancia cada hora en un lector de microplacas (Multiskan Go) a una longitud
de onda de 620nm, para tener un total de 15 mediciones. Se us6é como control de

esterilidad el medio LB sin inocular.

3.2.4 Amplificaciéon del gen mucA mediante Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR)

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

El ADN gendmico se extrajo utilizando el kit Wizard Genomic DNA Purification Kit
de la casa comercial Promega, siguiendo las indicaciones del fabricante.
Brevemente, 1mL de cultivo fue centrifugado a 14.000 xg durante 5 min, el pellet
resultante se resuspendié en 600ul de la solucién de lisis y se mezclo, se incub6
por 5 min a 80°C y se enfrié a temperatura ambiente; luego, se adicionaron 300l
de solucion de RNasa, se mezcl6 e incubd por 15 min y se enfria a temperatura
ambiente. Posteriormente, se adicion6 200ul de solucion de precipitacion de
proteinas, las muestras se colocaron en hielo por 5 min y se centrifugaron a
13.000xg por 3 min. Una vez centrifugadas las muestras, se transfirio el
sobrenadante de cada muestra en un tubo limpio con 600ul de isopropanol, se
mezclé y se volvid a centrifugar para decantar el sobrenadante; el pellet obtenido
fue mezclado con 600l de etanol al 70%, y se centrifugd nuevamente por 2 min a
14.000xg; se retiro el etanol y se dejo secar el pellet al aire por 10 min, para luego,

rehidratar el ADN con 100pl de solucién de rehidratacion.
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Por otro lado, y con el fin de mejorar el rendimiento en la obtencién de ADN se utilizé
un segundo método de extraccion de ADN gendmico, Salting Out, en donde se parte
de 2 mL de cultivo bacteriano, se centrifugé a 12000 rpm por 5 min y se descarto el
sobrenadante (se repite este paso). El precipitado o pellet se incubd en bafio
serolégico a 65°C y con nitrégeno liquido (se repite 3 veces); luego, se adicioné a
cada muestra 400 pL de la solucion de lisis celular y 10 pL de proteinasa K (20
mg/mL), se mezcld por inversion. Posteriormente las muestras fueron incubadas a
37°C por 60 min, transcurrido este tiempo se agregd 130 puL de NaCl 5M a cada
muestra, se mezcld por medio de vortex por 20 segundos y se centrifugd a 12000
rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante fue transferido en un
nuevo tubo el cual contenia 400 uL de isopropanol, luego de mezclar por inversion,
las muestras fueron nuevamente centrifugadas a 12000 rpm por 5 minutos a
temperatura ambiente y descarté el sobrenadante. A los tubos anteriormente
obtenidos, se les agregd 400 pL de etanol al 70 % y mezclar por inversion, se
centrifugd a 12000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente y se descart6 el
sobrenadante. Los tubos se invierten y se dejan secar con aire seco sobre un papel
limpio. Por ultimo, se agregan 150 pL de Buffer TE para realizar la Resuspension
del ADN.

3.2.4.2 Cuantificacién de ADN de los productos de extraccion

Para realizar la cuantificacion de los productos de extraccion de ADN de los aislados
clinicos y la cepa ATCC 27853, se utiliza el uDrop Plate. Se agregan 2ul de cada
una de las muestras por duplicado y se lee la absorbancia a 260nm y 280nm en un
lector de microplacas. Se toma como blanco a la solucion de rehidratacion del Kit
utilizado. A partir de los resultados obtenidos, se calcula la concentracion del ADN

obtenido (ug/ml) y la pureza de los mismos.

3.2.4.3 Busqueda y comparacion de las secuencias nucleotidicas del gen

mucA mediante herramientas bioinformaticas
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Para disefiar los primers especificos que permitan la amplificacion del gen mucA en
los diferentes aislados se realizo la busqueda de las secuencias nucleotidicas del
gen en cepas de Pseudomonas aeruginosa y fluorescens a partir de las bases de
datos genoémicos como genomes.atcc.org
(https://genomes.atcc.org/genomes/a96dd3fec62a4470?tab=annotations-tab) para
la cepa ATCC 27853 y pseudomonas.com

(https:/lwww.pseudomonas.com/feature/show?id=104276) para la cepa PAOL.

3.2.4.3.1 Alineamiento de la secuencia del gen mucA de las cepas Pseudomonas
aeruginosa ATCC PAOL1 y 27853 y Pseudomonas fluorescens SBW25

Se realiz6 el alineamiento de las secuencias del gen mucA provenientes de cada
unade las cepas ATCC (P. aeruginosa PAO1, P. aeruginosa 27853 y Pseudomonas
fluorescens SBW25), utilizando el programa Clustal-Omega, el cual permite

determinar el grado de similitud entre las dos secuencias en cuanto al gen evaluado.

3.2.4.4 Disefio de primers

Para el disefio de los primers, se obtuvo la secuencia del gen mucA de
Pseudomonas aeruginosa PAO1 por medio de GenBank de NCBI y la pagina
pseudomonas.com y a partir de éstas, se utilizé la plataforma Primer-Blast para
obtener los primers (forward y reverse). Para la eleccion de los primers adecuados
para la amplificacién, se tuvieron en cuenta los siguientes parametros, tamafio de
primers, porcentaje de Guanina-Citosina (%GC), temperatura melting,

autocomplementariedad.

3.2.4.5 Amplificaciéon del gen mucA mediante la reaccién en cadena de la

polimerasa (PCR)

Para la amplificacion por PCR del gen mucA se llevo a cabo utilizando una BlasTaq

2X PCR MasterMix (abm). Se utilizaron los siguientes cebadores (Invitrogen):
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forward (5-ATGAGTCGTGAAGCCCTGC-3') y reverse (5'-
TCAGCGGTTTTCCAGGCT-3’) con una concentracion de 10pmol/ul cada uno, la
concentracion de ADN depende de cada una de las muestras y no se agrego agua

libre de nucleasas.

El programa utilizado en el termociclador fue: desnaturalizacion inicial (1 ciclo de 10
min a 94°C), seguido de 40 ciclos (1 min a 94°C, 1 min a 57°C, 1 min a 72°C) y, por

ultimo, una extension final de, 10 min a 72°C.

3.2.4.6 Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR del gen mucA fueron analizados mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% a 100 voltios, durante 30 min utilizando el marcador de peso

molecular HyperLadder I, el cual permite una corrida de hasta 10.000pb.

3.2.4.7 Purificacién y secuenciacion del gen mucA

La purificacion y secuenciacion del gen mucA de las muestras provenientes de los
aislados 1, 2, 3y la cepa ATCC 27853, se llevo a cabo en el Instituto de Genética
de la Universidad Nacional de Colombia (SSiGMoL), en donde la tecnologia que

utiliza es la secuenciacion por electroforesis capilar y Sanger.

3.2.4.8 Analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas del gen mucA

El analisis bioinformatico de las secuencias, se realizo en el software Bioedit, en
donde se visualiz6 el resultado de la secuenciacién (electroferograma),
posteriormente se depuraron las diferentes secuencias, se alinearon los resultados
de la secuenciacion de cada uno de los primers evaluados (forward y reverse) y se
determind la secuencia consenso entre los dos. Ademas, se comparo la secuencia
consenso obtenida en la NCBI, para determinar si ésta podia ser identificada por

género y especie. Una vez obtenidos los datos, se realizé el alineamiento de la
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secuencia consenso con la secuencia correspondiente a la cepa de P. aeruginosa
ATCC 27853 de la base de datos pseudomonas.com utilizando el programa de
Clustal-Omega, para determinar el porcentaje de identidad y por medio de este, se

identificaron cambios o0 mutaciones en la secuencia del aislado.
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4. RESULTADOS

4.1 Cultivo e identificacién de aislados clinicos

Se partieron de 3 crioviales que previamente fueron mantenidos a -80°C, cada uno
correspondiente a los aislados obtenidos al inicio del proyecto. Luego, se prosiguio
a hacer la reactivacion de los mismos en agares MacConkey y Cetrimide, por
siembra en agotamiento y se incubaron a 37°C por 24 horas.

En la figura 2Al, Bl y Cl, se observa en el agar MacConkey, un crecimiento de
colonias trasllcidas correspondientes a una bacteria no fermentadora; en la figura
2All, que corresponde al agar Cetrimide, no se observa la produccion de colonias
con pigmento, a diferencia de la figura 2BIl, en donde se observan las colonias de
color rosado claro en Cetrimide, caracteristicas de Pseudomonas aeruginosa,
cuando produce piorrubina y de igual forma, en el caso de la figura 2ClII, se observa
la produccion del pigmento piocianina tipica de P. aeruginosa. En la figura 2Alll,
2BlIl'y 2ClIl 'y con coloracion de Gram, se confirma morfolégicamente la presencia

de bacilos Gram negativos tipicos de Pseudomonas spp.
A continuacién, se observan las imagenes correspondientes a las colonias

obtenidas en cada uno de los agares previamente mencionados, acompafiados del

Gram realizado para confirmar su morfologia microscépica.
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Figura 2. Morfologia colonial y Gram de los aislados clinicos. La distribucion de
las filas es: fila A (aislado 1), fila B (aislado 2), fila C (aislado 3); en el caso de las
columnas, su distribucién es: columna | (Agar MacConkey), columna Il (Agar

Cetrimide) y columna Il (Visualizacién Gram)

4.1.1 Perfil de resistencia de los aislados clinicos

El perfil de resistencia y sensibilidad de cada uno de los aislados, los resultados
permitieron determinar que la mayoria presentaron perfil de sensibilidad frente a los
antibiéticos de las familias de las penicilinas, cefalosporinas de tercera generacion,
carbapenémicos, aminoglucésidos, fluoroquinolonas y polimixinas, sin embargo, el
aislado de Pseudomonas fluorescens presentd resistencia intermedia a

ciprofloxacino (Tabla 1).

Tabla 1. Perfil de Sensibilidad/Resistencia de los aislados de Pseudomonas

sp.
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Aislado 1 Aislado 2 Aislado 3
Antibidtico i i
P. fluorescens | P. aeruginosa | P. aeruginosa
Piperacilina/Sulbactam oI i 8_ 8. 8.
Interpretacién Sensible Sensible Sensible
- cMmI 2 4 4
Ceftazidima Interpretacion Sensible Sensible Sensible
. cMi 8 2 2
Cefepima Interpretacién Sensible Sensible Sensible
Doripenem oM <012 025 0.5
Interpretacion Sensible Sensible Sensible
_ cMmI 1 1 2
Imipenem Interpretacion Sensible Sensible Sensible
Meropenem e i <=0,25 =02 0.2
Interpretacién Sensible Sensible Sensible
Amicacina cmi <=2 <=2 <=2
Interpretacion Sensible Sensible Sensible
— cMmI <=1 <=1 <=1
Gentamicina Interpretacion Sensible Sensible Sensible
Ciprofloxacino e c <=0’25. <=0.25 <=0,25
Interpretacién Intermedio Sensible Sensible
Colistina cMi <=0,5 N/A <=0,5
Interpretacién Sensible N/A Sensible

4.2 Curvas de crecimiento de cepa ATCC 27853y aislados clinicos

En la figura 3, se observan las curvas de crecimiento de los aislados clinicos y la
cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. En la figura 3Al, se encuentra la curva
de crecimiento del aislado 1, correspondiente a P. fluorescens, en donde, se
determina que tiene una fase lag de 3 horas, una fase log, que va desde la hora 3
hasta la hora 12 y una fase estacionaria, desde la hora 12 en adelante. No fue
posible observar la fase de muerte en la curva, debido a la limitacién de tiempo

disponible para realizar la curva.

En la figura 3B, la grafica corresponde a la curva de crecimiento del aislado 2 (P.
aeruginosa). Al observar la grafica, es posible apreciar 3 de las fases de crecimiento
de la bacteria; fase lag, que va desde la hora 0 hasta la hora 2; la fase log, que va
desde la hora 2 hasta la hora 12; y una fase estacionaria, desde la hora 12 en
adelante. Al igual que en la anterior grafica, no fue posible observar la fase de

muerte en la curva, debido a la limitacion de tiempo disponible para realizar la curva.
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La figura 3ClI, corresponde a la curva de crecimiento del aislado 3 (P. aeruginosa).
En esta grafica, se observa: fase lag (hora 0 a 1), fase log (hora 1 a 10) y fase
estacionaria (hora 10 a 14). No fue posible observar la fase de muerte en la curva,

debido a la limitacion de tiempo disponible para realizar la curva.

En el caso de la figura 3All, se observa la curva obtenida por método automatizado
de la cepa ATCC 27853, en donde se determina que tiene una fase lag (latencia)
de aproximadamente 800 min (13 horas); una fase log (exponencial) a partir, de
aproximadamente el minuto 820 hasta el minuto 1700, correspondiente a 14,6
horas, para terminar en una fase estacionaria entre los minutos 1.800 y 2.200 (6,6

horas).

Curva de crecimiento aislado 1 (P. fluorescens) Curva de crecimiento ATCC 27853
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Figura 3. Curvas de crecimiento de Pseudomonas spp. La figura 3l, corresponde

a las curvas de crecimiento de los aislados clinicos, las cuales fueron realizadas por
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método manual y la figura 3ll, corresponde a la curva de crecimiento de la ATCC
27853, la cual fue realizada por método automatizado.

Fuente: construccion propia, Vélez VA, 2021

Al realizar una comparacion de las diferentes curvas obtenidas por cada uno de los
aislados y la cepa ATCC, es posible apreciar que el comportamiento de los aislados
1y 2 es parecido, ya que las fases lag y log no se encuentran tan distantes la una
de otra en cuanto al tiempo (3h y 2h), respectivamente. Sin embargo, en el caso del
aislado 3, se evidencia que tiene un crecimiento mas rapido, debido a que a la hora
se haber sido incubado, ya se encontraba en el paso de fase lag a log y acabando
esta ultima a las 10 horas a diferencia de los otros dos aislados que se demoran

dos horas mas en terminarla.

Ademas, cabe destacar la diferencia que existe entre las curvas de crecimiento de
la cepa ATCC vy los aislados clinicos, ya que el crecimiento de la cepa ATCC fue
mas lento comparado con las otras cepas, lo cual puede evidenciarse con una curva

mas extensa y unas fases lag, log, estacionaria y de muerte de mayor duracion.

4.3 Aislamiento del gen mucA por PCR

4.3.1 Cuantificacion y electroforesis del ADN genémico

Se realiz6 la cuantificacion del ADN por el método de uDrop Plate, a partir de los
dos métodos de extraccion empleados, Kit Promega y Salting Out (tabla 2), en
donde se hacen las mediciones por duplicado y se leen en las longitudes de onda
de 260 y 280nm, cada longitud de onda, permite determinar diferentes parametros,
en el caso de A=260nm la luz UV es absorbida por el ADN, a diferencia de A=280nm,
gue nos da una estimacion del contenido de proteina. Al hallar la relacion 260/280,

este valor es tomado como indicador de contaminacion por proteinas.
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Tabla 2. Cuantificacién ADN gendmico obtenido a partir del KIT y Salting Out

Cuantificacion de ADN por método de KIT Cuantificacion de ADN por método de Salting Out
Medicién 1 | Medicién2 | Promedio | Promedio-blanco pg/mL Pureza Medicién 1 | Medicién2 | Promedio |Promedio-blanco po/mL Pureza
SLN TE (260 nm) 0,0490 0,0487 0,0489 0,0000 0,000 0,000 0,0636 0,0613 00625 |  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) | 7531 0,6934 0.7233 0,6744 674,40 2,02 0,4050 0,2822 0,2822 0,2198 219,75 2,35
Aislado 1 (280 nm) | ¢ 3939 0,3614 0,3777 0,3344 0,2184 0,1519 0,1519 0,0937
Aislado 2 (260 nm) | ¢ 9519 0,7760 0,8640 0,8151 815,10 1,83 0,2365 0,2337 0,2351 0,1727 172,65 2,34
Aislado 2 (280 nm) | (5404 0,4374 0,4889 0,4456 0,1354 0,1288 0,1321 0,0739
Aislado 3 (260 nm) | g 5745 0,2140 0,2428 0,1939 193,90 1,84 0,2939 0,2974 0,2957 0,2332 2332 2,17
Aislado 3 (280 nm) 0,1729 0,1241 0,1485 0,1052 0,1672 0,1641 0,1657 0,1075
ATCC 27853 (260nm)| (3020 0,2634 0,2827 0,2339 233,90 1,91 0,1894 0,5785 0,1894 0,1270 126,95 2,24
ATCC 27853 (280nm)| ¢ 1747 0.1574 0.1661 0.1228 0,148 03251 0.1148 0,0566

A partir de lo observado en la tabla 2, se evidencia que se obtuvo una gran cantidad
de ADN gendémico haciendo uso del Kit de Promega, estando en un rango de 193,90
pg /mly 815,10 pug /ml y la pureza se encuentra dentro de los valores éptimos. A
diferencia de lo obtenido por el método de Salting Out ya que el rango en cuanto a
cantidad de ADN varia de 126 pug /ml a 233 ug/ml y también se observa una baja
pureza, incluso mayor a la obtenida a partir del kit, la cual esta relacionada con

contaminacion de ARN.

Al comparar la cantidad de ADN obtenido a partir del Kit y por Salting Out, se puede
concluir que el mejor método de extraccién de ADN es por el Kit Wizard de Promega,
ya que hay una mayor pureza obtenida en cada una de las extracciones y a su vez,
hubo una mayor concentraciéon de ADN por parte de cada una de las muestras;
ademas, se corroboro la integridad del ADN, por medio de una corrida en gel de
agarosa, en donde se utilizé la agarosa al 1% (figura 4). En donde, se evidencia una
mayor resolucion y fluorescencia de las bandas obtenidas por el KIT, en

comparacion con las bandas de Salting Out.
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Figura 4. Electroforesis de ADN gendmico obtenido por dos métodos de
extraccion (Kit y Salting Out). Los carriles 1 al 4, corresponden a las muestras
extraidas por el Kit de Promega; el carril 5, corresponde al marcador de peso
molecular, HyperLadder I; los carriles 6 al 9, corresponden a las muestras extraidas

por Salting Out.

4.3.2 Comprobacion de primers forward y reverse in silico mediante

herramientas bioinformaticas.

4.3.2.1 Alineamiento de las secuencias del gen mucA de las cepas
Pseudomonas aeruginosa ATCC PAOl1y 27853

De acuerdo, con los resultados obtenidos en el alineamiento de las secuencias del
gen mucA de cada una de las cepas de P. aeruginosa ATCC PAO1y P. aeruginosa
ATCC 27853 (figura 5), se determina que el grado de similitud entre las dos cepas
con respecto al gen evaluado es de 99,83%, esto debido a que en la posicién 342,

en el caso de la cepa PAOL, hay una Adenina y la ATCC 27853, hay una Guanina.
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Figura 5. Alineamiento de las secuencias de los genes mucA de las cepas

ATGAGTCGTGAAGCCCTGCAGGAAACTCTGTCCGCTGTGATGGATAACGAAGCGGATGAA
ATGAGTCGTGAAGCCCTGCAGGAAACTCTGTCCGCTGTGATGGATAACGAAGCGGATGAA

KERKEREREERR KR KRR KERRERERERERERRRRRKRERERKERERERRERRR KRR RKRRERERERRRRREK

CTCGAGTTGCGGCGGGTGCTCGCAGCTTGCGGCGAGGATGCCGAGCTGCGTTCCACCTGG
CTCGAGTTGCGGCGGGTGCTCGCAGCTTGCGGCGAGGATGCCGAGCTGCGTTCCACCTGG

S 3 e S i R RO R R Ol Sk R RO R ORI IR IR Ol i R ORI RO I R R R R SRR ORI IR TR ROROR R SIOI R IOR OROROROR K

TCGCGTTACCAGTTGGCGCGGTCCGTCATGCACCGCGAGCCTACCCTGCCGAAGCTGGAT
TCGCGTTACCAGTTGGCGCGGTCCGTCATGCACCGCGAGCCTACCCTGCCGAAGCTGGAT

REKKRREREERE KRR KRR KEREREKERERR KRR KERERKEREERR KRR KR RKRRERERRRRRREK

ATCGCTGCGGCGGTCTCTGCTGCCCTGGCCGACGAGGCCGCTCCGCCGAAAGCGGAGAAG
ATCGCTGCGGCGGTCTCTGCTGCCCTGGCCGACGAGGCCGCTCCGCCGAAAGCGGAGAAG

SR KR R R R OROR R R R KKK K R I I K OR IR iR R ORI ORI K R OR IR ORI I ORI ROR KK 30K iR IR 3OK KRR

GGACCGTGGCGGATGGTCGGTCGCCTGGCGGTCGCTGCCTCGGTGACCCTGGCGGTGLTG
GGACCGTGGCGGATGGTCGGTCGCCTGGCGGTCGCTGCCTCGGTGACCCTGGCGGTGLTG

REKKRREREERK KR KRR KR RE KRR BRI RR KRR RRREBRKRKRERRR R KR KRR RERKRRR KRR

GCCGGCGTGCGTCTGTACAACCAGAACGACGCCCTGCCGCAAATGGCGCAACAGGGGACC

3 3833 R OR 3R RO R R ORI Sk R RO R IR IR R I ORI RO K I IOIOIOR IR ROROIOR R0l 0RO 30K KR IR OR IOIOK 0K K

GCCGGCGTGCGTCTGTACAACCAGAACGACGCCCTGCCGngiTGGCGCAACAGGGGACC

ACCCCGCAGATCGCCCTGCCTCAGGTGAAAGGCCCGGCCGTGCTGGCCGGCTACAGCGAA
ACCCCGCAGATCGCCCTGCCTCAGGTGAAAGGCCCGGCCGTGCTGGCCGGCTACAGCGAA

RERKERERE R R KRR KRR KR RE KRR R KRR R KRR KRR REKKRE R R KRR KR KRR RERERRRRREK

GAGCAGGGGGCGCCGCAGGTGATCACCAACTCCTCGTCCAGCGATACCCGCTGGCATGAG
GAGCAGGGGGCGCCGCAGGTGATCACCAACTCCTCGTCCAGCGATACCCGCTGGCATGAG

e 3K ROR 3R R ROl i OR OISR R3O R ORISR R IR 3R ORI ORI IO R R OR R R ROI I R I OKOR R ROR 3ROR I OR O IROK 0K

CAGCGTCTGCCGATCTACCTGCGTCAGCACGTGCAACAATCCGCCGTCAGTGGTACAGAG
CAGCGTCTGCCGATCTACCTGCGTCAGCACGTGCAACAATCCGCCGTCAGTGGTACAGAG

SRR3R SRR R R R OR R OROR ROR R OR R OROR R R OR R ROROROR R ROR R ORORROR R ORRORORRORR SRR RR RO R RRORR KRR K

AGCGCGCTGCCCTACGCTCGGGCAGCCAGCCTGGAAAACCGCTGA 585
AGCGCGCTGCCCTACGCTCGGGCAGCCAGCCTGGAAAACCGCTGA 585

R 3K R R R ROl R R fOROR R 3R R R ORISR I IROR R ORI IR R iR R R R R OROIOR R R

ATCC PAO1y ATCC 27853

4.3.2.2 Alineamiento de secuencia del gen mucA de las cepas Pseudomonas

aeruginosa ATCC 27853 y Pseudomonas fluorescens SBW25

Se realiza el alineamiento de las dos secuencias del gen mucA provenientes de la
cepa P. aeruginosa ATCC 27853 y P. fluorescens SBW25, para evaluar el grado de
similitud entre cada una. En donde, en la figura 6 se observa el resultado obtenido
y se determina que el grado de similitud entre las dos cepas con respecto al gen

evaluado es de 68,38%, lo cual se correlaciona con la variabilidad de la secuencia

entre una cepa y otra.
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Figura 6. Alineamiento de las secuencias de los genes mucA de las cepas P.
fluorescens SBW25 y ATCC 27853. Las flechas y cuadrados de color amarillo

representan los cambios que hubo entre las dos secuencias y de color rojo, se

ATGAGTCGTGAAGCCCTGCAGGAAACTCTGTCCGCTGTGATGGATAACGAAGCGGATGAA
ATGAGTCGTGATGCCCTGCAGGAATCGCTGTCCGCAGTGATGGATAACGAAGCGGATGAA

FEAEE R EE R F R R R R R F FREFFEEE FE R R R R R R R R Rk Rk Rk

CTCGAGTTGCGGCGGGTGCTCGCAGCTTGCGGLGAGGATGCCGAGCTGCGTTCCACCTGG
CTGGAACTTCGTCGAGTGCTCAATGCATTTE - -IGATGATGCCGAAACCCGTGACACCTGG

#E EE F FF EE FEERE® *x ¥ *E EEEEETEE FEE  EEEEEEE

TCGCGTTACCAGTTGGCGCGGTCCGTCATGCACCGCGAGCCTACCCTGCCGAAGITGGAT

TCTCGTTACCAAGTCGCTCGGGCGGTGATGCACAAGGATCTTCTAATCCCTCGTCTGGAT
Mok kokkRRRKE K Kk RokE K KK RRRKRE kX * Kk ok

ATCGCTGCGGCGGTCTCTGCTGCCCTGGCCGACGAGGCCGCTCCGCCGAAAGCGGAGAAG
ATTGCTGCGGCTGTTTCTGCTGCGCTGGCTGATGAAGCCGTTCCGGCTAAAGCTACTCGT

%k FEEkdkEEFE kF FExERkEEkkF kExEkFE kk kk EkkEE FEkEkE Ok kkEkEkF

GGACCGTGGCGGATGGTCGGTCGCCTGGCGGTCGCTGCCTCGGTGACCCTGGCGGTGCTG

GGTCCATGGCGTAGCCTGGGTCGCCTGGCAGTTGCAGCCTCGGTGACTGTTGCCGTGTTG
Fk kE kRkRE ok  okkkokdokkdokkk kk kk kkkkRkkkkkdk ok k% kkk k¥

GCCGGCGTGCGTCTGTACAACCAGAACGACGCCCTGCCGCAG(::MTGGCGCAACAGGGG

GCCGGTGTTCGCCTGTACAATCAAGACGAAATCGCEGGTGCCGAGCTCGCCCAACAGACLT
FkokkE Kk kk kkkkkkkE k¥ kEEE *  ® * kk kkkERE

ACCACCCCGCAGATCGCCCTGCCTCAGGTGAAAGGCCCGGCCGTGCTGGCCGGCTACAGC
CAGCACCCGGTCATGGCCGGTCCGCAAGTCAAAGGCCCAGCGGTACTGGCCGGCTACAAG

* ko *E EEE *E kE kE ckkdckkkck® k® Rk kkkkkkkkEkkEk

GAAGAGCAGGGGGCGCCGCAGG“E:)GATCACCAACTCCTCGTCCAGCGATACCCGCTGG

GAAAGCTCCGACACCACCGGCCCTATGGCTAACGGTGTGTTGCAAGGGCAATCCGGCTGG
* * * % * * & * * * ok kE kEEEE

CATGAGCAGCGTCTGCCGATCTACCTGCGTCAGCACGTGCAACAATCCGCCGTCAGTGGT
CAAGACCAGCGTCTTCCAGGTTACCTGCGTCAACACGCACAGGAATCAGCCCTGAAAGGC

#% HF KEkFEEEE K *EEEFEEEERE kEFE kX kEEk EkE k%K k%
ACAGAGAGCGCGCTGCCCTACGCTCGGGCAGCCAGCCTGGAAAACCGCTGA 585
ACTGAAAGCGCTCTGCCATACGCTCGCGCAGCAAGTCTGGAAAACCGCTAA 588

Fk kE KERKE REEEE KERREREE REEKE k¥ RRFEAREEFREER ¥

encuentran las regiones que no poseen bases.

Existen 192 pares de bases (pb) que no coinciden al realizar el alineamiento y una
de las principales diferencias entre el gen mucA de P. fluorescens SBW25 es que

tiene una longitud mayor, siendo esta de 588pb, a diferencia del gen mucA de la

cepa ATCC 27853 que tiene una longitud de 585 pb.

4.3.3 Disefio de primers
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De acuerdo con lo descrito en el item de disefio de primers de la metodologia, se

eligieron los siguientes primers:

o Forward (5-ATGAGTCGTGAAGCCCTGC-3))
o Reverse (5- TCAGCGGTTTTCCAGGCT-3')

Cabe destacar las caracteristicas obtenidas, como el tamafio (19 y 18 nucleotidos),
el porcentaje de Guanina-Citosina (57,89% y 55,56%), la temperatura melting
(60,08 °C y 59,16°C) y la baja auto complementariedad entre los dos primers (3,00),
respectivamente para primer forward y primer reverse. En la figura 13, se observa
la ubicacion o sitio de anillamiento del primer forward y reverse, en la secuencia del

gen mucA.

ATGAGTCGTGAAGCCCTGCAGGAAACTCTGTCCGCTGTGATGGATAACGAAGCGGATGAACTCGAGTTGC

GGCGGGTGCTCGCAGCTTGCGGCGAGGATGCCGAGCTGCGTTCCACCTGGTCGCGTTACCAGTTGGCGCG
GTCCGTCATGCACCGCGAGCCTACCCTGCCGAAGCTGGATATCGCTGCGGCGGTCTCTGCTGCCCTGGCCG

ACGAGGCCGCTCCGCCGAAAGCGGAGAAGGGACCGTGGCGGATGGTCGGTCGCCTGGCGGTCGCTGLCT

CGGTGACCCTGGCGGTGCTGGCCGGCGTGCGTCTGTACAACCAGAACGACGCCCTGCCGCAAATGGCGCA
ACAGGGGACCACCCCGCAGATCGCCCTGCCTCAGGTGAAAGGCCCGGCCGTGCTGGCCGGCTACAGCGAA
GAGCAGGGGGCGCCGCAGGTGATCACCAACTCCTCGTCCAGCGATACCCGCTGGCATGAGCAGCGTCTGC

CGATCTACCTGCGTCAGCACGTGCAACAATCCGCCGTCAGTGGTACAGAGAGCGCGCTGCCCTACGCTCGG
GCAGCCAGCCTGGAAAACCGCTGA

Figura 7. Ubicacion de primer forward (amarillo) y primer reverse (azul) en la
secuencia fasta del gen mucA.

Fuente: construccion propia, Vélez VA, 2021

4.3.4 Amplificacién del gen mucA por medio de PCR

El gen mucA fue amplificado bajo las siguientes condiciones: 50ul de master mix Go
taq 2X, 1yl de primer forward y primer reverse (concentraciéon de 10pmol/ul cada
uno), no se agrega agua libre de nucleasas y se utilizaron los ADN genomicos
obtenidos por el método de extraccion del Kit Promega (cada ADN tiene una

concentracion diferente, la cual puede ser observada en el item de cuantificacion de
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ADN gendmico). Posteriormente, los productos de PCR fueron evaluados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%, la cual permitié confirmar la presencia de las
bandas de 585 pb correspondientes al gen mucA en cada aislado, como se observa

en la figura 8.

600 pb

Figura 8. 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. fluorescens); el
carril 3, correspondiente al aislado 2 (P. aeruginosa); el carril 4, correspondiente al
aislado 3 (P. aeruginosa); en el carril 5, corresponde a la cepa ATCC 27853, y, por

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

4.4  Purificacion y secuenciamiento

De las cuatro muestras enviadas al Instituto de Genética de la Universidad Nacional
(SSiGMolL), para purificar y secuenciar solamente se obtuvo la secuencia del
aislado 2 y la cepa ATCC 27853; en el caso de los aislamientos 1y 3, no fue posible

determinar la secuencia debido a que se observan picos superpuestos.

Con relacion a los resultados de la secuenciacion del aislado 2, en la figura 9 se

observa un fragmento del electroferograma enviado por SSiGMoL Yy visualizado en
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con ayuda del software Bioedit, en donde cabe resaltar la diferenciacion clara de
cada uno de los picos correspondientes a la base nitrogenada que indica y a su vez,
una buena concentracion del amplificado, esto se evidencia en el tamafio de los

picos.

A. Electroferograma aislado 2 — Primer Forward

— \sms Selected: none Sample: VV_22-074-A2-V.V-F |File: C:Users'valev Documents SECUENCIACION'VV_22-74. Valeria Velez. 20220323-20220330'VV_22-074-A2-V.V-Fabl

9% 100 110 120 130 140 150 160 170 180
GCGGAG *AC ICG G TIGCGGCGGG IGCTCGCAG CTIGCGGCG AGG ATGCCG AGC TGCG TTCCACCTGG TCGCG TTACCAGCTGGCGCGG TCCG TCATGCAC

Moo/ IVl
[

B. Electroferograma aislado 2 — Primer Reverse

% ABIC A\ AD UENCIACION\V._22-74 Valeria Velez. 20220323-20220330\WV_22-074-A2-V.V-R.ab1 (=R EcR =]

— Smms  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-R abl

140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
JCGCCCCCTGCTCTTCGCTGTAGCCGGCCAGCACGGCCGGGCCTTTCACCTGAGGCAGGGCGATCTGCGGGGTGGTCCCCTGTTGCGCCATCTGCGGCAGC

=]

Figura 9. 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.

A continuacion, se observa en la figura 10, el resultado del alineamiento de la dos
secuencias obtenidas del primer forward y reverse, en donde la secuencia obtenida
tomod el nombre de consensus, vy, la cepa ATCC 27853 de la base de datos. A partir
de esta figura, se puede concluir que hubo 17 mutaciones presentes a lo largo de la
secuencia consensus (flecha de color rojo) y 10 bases las cuales no fueron
identificadas en la secuencia (color amarillo). Sin embargo, en la figura 11, se
observa el porcentaje de identidad entre las dos secuencias evaluadas, siendo esta
de 95,56%, es decir que las dos secuencias son casi idénticas, permitiendo concluir

gue el gen secuenciado es el gen mucA
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Figura 10. 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

1 uu u Hu
CTGAGGARGAYMMTGMMKS AMMCTCTTGCATCCGCTGTGATGGATAACGAAGCGGATGAA
ATGAGTCGTGAAGCCCTGCAGGAAACTCTGTCCGCTGTGATGGATAACGAAGCGGATGAA

AR x * SRR R R R R RO OROR ROR RO RRORROR KRR KR KRR R R

CTCGAGTTGCGGCGGGTGCTCGCAGCTTGCGGCGAGGATGCCGAGCTGCGTTCCACCTGG
CTCGAGTTGCGGCGGGTGCTCGCAGCTTGCGGCGAGGATGCCGAGCTGCGTTCCACCTGG

SR R R R R SR R R SR 3K R RO 3K OR ROR R SOR SiOSK ROR SRR SRR R OR IR R SROR SO RO SRR SROEOR SOR SROR SRR SORRORRCR SRR R

TCGCGTTACCAGCTGGCGCGGTCCGTCATGCACCGTGAGCCTACCCTGCCGAAGCTGGAT
TCGCGTTACCAGTTGGCGCGGTCCGTCATGCACCGCGAGCCTACCCTGCCGAAGCTGGAT

SRR ROCR R ORCRORCR RORR 3OR SRORROR R CROROR RORBORRORRRROR R SRR R ROR ROR R ORROR R R RORROCR KRR R X

ATCGCTGCGGCGGTCTCTGCTGCCCTGGCCGACGAGGCCGCTCCGCCGAAAGCGGAGAAG
ATCGCTGCGGCGGTCTCTGCTGCCCTGGCCGACGAGGCCGCTCCGCCGAAAGCGGAGAAG

3 R R SRR SRR R SR R 3R R R OK KR SRR R K OR SHOR 3R ORI R SRR SRR R SR R IO SRR ORI ORI EOR ROR R CR ROR ROR SRR RR R

GGACCGTGGCGGATGGTCGGTCGCCTGGCGGTCGCTGCCTCGGTGACCCTGGCGGTGCTG
GGACCGTGGCGGATGGTCGGTCGCCTGGCGGTCGCTGCCTCGGTGACCCTGGCGGTGLTG

SR R R SRR SRR R SRR SRR R R SRR ROR R SRR ROR SR OR SRR R ORROROR R SROR SROR R R OROR RCROR SORSORRORROCRRCR KRR R R

GCCGGCGTGCGTCTGTACAACCAGAACGACGCCCTGCCGCAGATGGCGCAACAGGGGACC
GCCGGCGTGCGTCTGTACAACCAGAACGACGCCCTGCCGCAGATGGCGCAACAGGGGACC

3 3R K R R KK K KO K R K K KR ROR 3OK 3OK RO R OROR KR 350K 30OR 0K KOR 3OKR 3ROKR RORR ROR OR RORRRRORROR R R K

ACCCCGCAGATCGCCCTGCCTCAGGTGAAAGGCCCGGCCGTGCTGGCCGGCTACAGCGAA
ACCCCGCAGATCGCCCTGCCTCAGGTGAAAGGCCCGGCCGTGCTGGCCGGCTACAGCGAA

SR R R R OR SR R SR SRR KR R R OR R OR R R R SROR SRR R R RO RO OR SRR R SRR SRR ORSR ROR R ROR ROR SRR R R KRR R ROCR R R R

GAGCAGGGGGCGCCGCAGGTGATCACCAACTCCTCGTCCAGCGATACCCGCTGGCATGAG
GAGCAGGGGGCGCCGCAGGTGATCACCAACTCCTCGTCCAGCGATACCCGCTGGCATGAG

3R R K R R R R OK K OR K R R K R OR ROR I OK ROK RO 3ROR R KR KR K ROR ROR KOR 3O SO RORROROR ROR RORRRORORROR ROR K

CAGCGTCTGCCGATCTACCTGCGTCAGCACGTGCAACAATCCGCCGTCAGTGGTACAGAG
CAGCGTCTGCCGATCTACCTGCGTCAGCACGTGCAACAATCCGCCGTCAGTGGTACAGAG

3R R K R R kR R K R OK R OR R R R ROR SRR 3OK SR OR RO R K IR R R R OR SROR EROR 3OK SROR SR ORI ROR RO ROR ROR RORROR SRR K

1
AGCGCGCTGCCCTACGCTCGGGCAGCCAGCCTGGAAAACCGCTGAA 586
AGCGCGCTGCCCTACGCTCGGGCAGCCAGCCTGGAAAACCGCTGA- 585

SRR R KR R R R R K R K ROR R KR ROR R K OR ROR R OR SRR ROR ROR R RROR KRR R R KRR

presentaron a lo largo de la secuencia.

Figura 11. Porcentaje de identidad entre la cepa ATCC 27853 de la base de

datos y el aislado 2 obtenido al hacer el alineamiento en Clustal-Omega.

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.1

1: Consensus 100.60 95.56
2: ATCC27853 95.56 100.00
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En la tabla 3, se observa la distribucion en cuanto al tipo de mutacion observada, la
frecuencia con la que se encontrd y la posicion en la secuencia. A partir de esto, se
concluye que de las 17 mutaciones que hubo en total, 16 fueron sustituciones,
siendo 9 por transversion, es decir que hubo una sustitucién entre bases pirimidinas
y 7 por transicion, que significa que hubo una sustitucion entre una base purina y
otra pirimidina o viceversa y, por ultimo, hubo una insercién de una Adenina en la

posicion 386.

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

Frecuencia de mutaciones presentes en el aislado 2
- SUSTITUCIONES — INSERCION
Transversién Transicion
Cambio
evidenciado A—sC T—aG C— A AT C—HaG G— A C—T T—C (+A)
Frecuencia 3 2 1 1 2 2 3 2 1
Posicién P‘I"__)QP:S‘ P5; P9 P6 P24 P15; P28 P10; P30 P1;il :3526; P29; PG2 P386

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

Por otra parte, en el caso de la cepa de P. aeruginosa ATCC 27853, se visualizaron
los electroferogramas correspondientes tanto al primer forward como al primer
reverse con ayuda del software Bioedit. En la figura 12, se observa un fragmento
del electroferograma obtenido del gen mucA con cada uno de los primers utilizados,
en donde es posible apreciar los picos definidos correspondientes a cada una de
las bases nitrogenadas y a su vez, se identifica por medio de colores cada una de

las bases.
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A. Electroferograma cepa ATCC — Primer Forward

Selected none | Sample: VV_22-074-ATCC-V.\-F | File: C: Users valev Docoments SECUENCIACION'VV_22.74. Valeria Velez. 20220323.20220330 VV_22-074-ATCC-V.V-Fabl
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B. Electroferograma cepa ATCC — Primer Reverse

LN G aiected none | Sample: VV_22-074-ATCC-V-R | File: C-Users valev Docsments SECUENCIACION 'VV_22.74. Valaria Vlez. 20 0330'VV_22.074-ATCC-V.V-R abl
130 140 150 60 170 180 190 200 210 220
GCGCCCCCTGCTC CGCTGTACCCGGCCAGCACGGCCGGGC( CACCTGAGGCAGGGCGATCTGCGGGGTGGTCCCCTGTTGCGCCATCTGCGGCAG
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4 v

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) fragmento del electroferograma obtenido a partir del primer forward,;

(B) fragmento del electroferograma obtenido a partir del primer reverse.

Posteriormente, en la figura 13, se observa el resultado del alineamiento obtenido
por el Clustal-Omega de la secuencia consenso y la secuencia de P. aeruginosa
ATCC 27853 obtenida a partir de la base de datos pseudomonas.com. Se puede
observar, que existen algunas bases nitrogenadas que en la secuencia consensus
no se pudieron determinar, esto se debe a que al hacer el alineamiento de las
secuencias del primer forward y reverse, en esa posicion se encontraban bases
diferentes provenientes de cada una. Sin embargo, a pesar de las diferencias
encontradas, en la figura 14, se observa el porcentaje de identidad entre las dos
secuencias evaluadas, siendo esta de 98,97%, es decir que las dos secuencias son

casi idénticas, permitiendo concluir que el gen secuenciado es el gen mucA.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

Consensus TTATGAGTCGTGAAGCCCTGCAGGAAACTCTGTCCGCTGTGATGGATAACGAAGCGGATG 60
ATCC27853 - -ATGAGTCGTGAAGCCCTGCAGGAAACTCTGTCCGCTGTGATGGATAACGAAGCGGATG 58
ok o o kKR K R R R R R KRR R R R R R R kR R Kk oK R R R R R kR Rk K
Consensus WACTCGAGTTGCGGCGGGTGCTCGCAGCTTGCGGCGAGGATGCCGAGCTGCGTTCCACCT 120
ATCC27853 AACTCGAGTTGCGGCGGGTGCTCGCAGCTTGCGGCGAGGATGCCGAGCTGCGTTCCACCT 118
o R KRR R KRR R R R R Rk KRR R R R Rk kR R R R kR R kR R R K
Consensus GGTCGCGTTACCAGTTGGCGCGGTCCGTCATGCACCGCGAGCCTACCCTGCCGAAGCTGG 180
ATCC27853 GGTCGCGTTACCAGTTGGCGCGGTCCGTCATGCACCGCGAGCCTACCCTGCCGAAGCTGG 178
ok o ok oK ok oK Kok R R o R R R R oK R oK R R R R R R R R KR K R R R R R R R R Rk R R R R R R
Consensus ATATCRCTGCGGCGGTCTCTGCTGCCCTGGCCGACGAGGCCGCTCCGCCGAAAGCGGAGA 240
ATCC27853 ATATCGCTGCGGCGGTCTCTGCTGCCCTGGCCGACGAGGCCGCTCCGCCGAAAGCGGAGA 238
kR R Rk ok ok ok K kR o o R o R o ok ok ok oK KR K o R R o o ok oK R KR K o R kR kR R R
Consensus AGGGACCGTGGCGGATGGTCGGTCGCCTGGCGGTCGCTGCCTCGGTGACCCTGGCGGTGC 300
ATCC27853 AGGGACCGTGGCGGATGGTCGGTCGCCTGGCGGTCGCTGCCTCGGTGACCCTGGCGGTGC 298

FkkkEkkkkkkkkkkkRkkkkkkkkkkkk kR bk kkkk kR kR b kkkkkkkkkkkkkkkkk

Consensus TGGCCGGCGTGCGTCTGTACAACCAGAACGACGCCCTGCCGCAGATGGCGCAACAGGGGA 360
ATCC27853 TGGCCGGCGTGCGTCTGTACAACCAGAACGACGCCCTGCCGCAGATGGCGCAACAGGGGA 358
B
Consensus CCACCCCGCAGATCGCCCTGCCTCAGGTGAAAGGCCCGGCCGTGCTGGCCGGSTACAGCG 420
ATCC27853 CCACCCCGCAGATCGCCCTGCCTCAGGTGAAAGGCCCGGCCGTGCTGGCCGGCTACAGCG 418
B
Consensus AAGAGCAGGGGGCGCCKCAGGTGATCACCAACTCCTCGTCCAGCGATACCCGCTGGCATG 480
ATCC27853 AAGAGCAGGGGGCGCCGLAGGTGATCACCAACTCCTCGTCCAGCGATACCCGCTGGCATG 478
B
Consensus AGCAGCGTCTGCCGATCTMUS TGCGTCAGCACGTGCAACAATCCGCCGTCAGTGGTACAG 540
ATCC27853 AGCAGCGTCTGCCGATCTACCTGCGTCAGCACGTGCAACAATCCGCCGTCAGTGGTACAG 538
B
Consensus AGAGCGCGCTGCCCTACGCTCGGGCAGCCAGCCTGGAAAACCGCTGAA 588
ATCC27853 AGAGCGCGCTGCCCTACGCTCGGGCAGCCAGCCTGGAAAACCGCTGA- 585

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkFkkkkkkRkk kb kkkk Rk kkkk*k

Figura 13. Alineamiento de secuencia consensus ATCC 27853 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.

Percent Identity Matrix - created by Clustal2.l

1: Consensus lae.ee 98.97
2: ATCC27853 893.97 188.88

Figura 14. Porcentaje de identidad obtenido al hacer el alineamiento en
Clustal-Omega.
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5. DISCUSION

Pseudomonas aeruginosa es uno de los microorganismos con mayor prevalencia
en pacientes con Fibrosis Quistica (F.Q) de acuerdo con un reporte de la Cystic
Fibrosis Foundation, ya que desde el afio 1994 a 2020 la prevalencia se encuentran
un rango entre 60 a un 30%, cabiendo destacar que a pesar de ser una de las
bacterias mas aisladas en estos pacientes, con el paso de los afios su prevalencia
ha disminuido, siendo por ejemplo en el caso del afio 2020 de aproximadamente
30%%°. No obstante, P. aeruginosa no es la Unica especie que es posible encontrar
del género Pseudomonas, también se encuentra a Pseudomonas fluorescens,
aungque en menor proporcion cuando se compara con P. aeruginosa, ya que es

mayormente P. fluorescens catalogada como una especie ambiental!.

Por otro lado, cabe destacar la variabilidad que existe entre las diferentes cepas
evaluadas en cuanto a la duracién de fases de crecimiento. De forma patrticular, la
cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, la cual al compararla con el
estudio realizado por Liu y col. en donde evaluaron la cepa Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027), es posible apreciar una variacion en la durabilidad de
cada una de las fases, siendo por ejemplo en el caso de la fase lag de 4 horas y la
fase log desde la hora 5 hasta la hora 36, a diferencia del presente estudio, en donde
la fase lag tuvo una duracion de aproximadamente 13 horas, la fase log de 14,6
horas. De igual forma, al comparar los resultados obtenidos por parte de los aislados
evaluados, también es posible determinar que las fases correspondientes a la curva

de crecimiento, son mucho menores42.

Por otro lado, cabe resaltar en primera instancia que en el estudio se emplearon dos
métodos diferentes de extraccibn de ADN gendmico: uno a partir de kit comercial
(Promega) y otro, que se basaba en el método de Salting Out pero que fue adaptado
para poder ser utilizado con bacterias, esto con el fin de determinar el método por
el cual se podia obtener un mejor rendimiento y calidad del ADN. De acuerdo con

los datos obtenidos y al compararlos con el estudio realizado por Becker y col,
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difieren los resultados obtenidos, ya que, en el caso de ellos, al utilizar el kit, la
pureza lograda para la muestra evaluada fue de 1,5, encontrandose fuera del rango
optimo y la concentracion de ADN fue de 18,1pul, por el contrario, en el presente
estudio, los dos parametros evaluados, como lo son la pureza se encuentra entre
un rango de 1,8 y 2,0y, la concentracion de ADN entre 815 pg/mly 193,90 pg/ml,

siendo en el caso de Becker y col, mucho menor los resultados obtenidos*3.

Por otro lado, en cuanto a las mutaciones identificadas en el gen mucA del aislado
2, cabe resaltar que la mayoria de mutaciones identificadas en el presente estudio
son sustituciones de los dos tipos (transiciones y transversiones) y en menor medida
una insercioén, lo cual concuerda con el estudio realizado por Candido y col, ya que
en dicho estudio no solamente evaluaron las mutaciones presentes, sino como
estas producen un cambio de la secuencia, por ejemplo, codones de parada,
cambios en el aminoacido que se sintetiza y cambio de marco, sino que también
afectaba el fenotipo de la bacteria*4, sin embargo, en el presente estudio no se
observd un cambio fenotipico, ademas, es importante mencionar que las
mutaciones que se presentaron son diferentes a las encontradas en el estudio de
Candido. Por lo tanto, se presume que las mutaciones descritas en el presente

estudio no han sido descritas anteriormente en literatura.

Lo anteriormente descrito, se confirma también con el estudio realizado por
Bragonzi y col., ya que, en dicho estudio en el caso del gen mucA, encontraron
mutaciones de tipo sustitucion, pero de forma predominante las transiciones,
teniendo una frecuencia de 1684°. Este dato difiere del obtenido en este estudio, ya
gue en nuestro caso predominan las transversiones por encima de las transiciones,
pero es necesario tener en cuenta que la cantidad de muestras evaluadas y por lo
tanto el niumero de mutaciones encontradas comparadas con el estudio son mucho

menores.
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6. CONCLUSIONES

En conclusion, esta investigacion permitio evidenciar la variabilidad en cuanto a las
cepas que se pueden presentar en pacientes con F.Q, ya que a pesar de que
Pseudomonas aeruginosa es una de las bacterias con mayor prevalencia en estos
pacientes, de igual forma es posible encontrar otra especie del género
Pseudomonas spp. que se cree es netamente ambiental, como lo es Pseudomonas
fluorescens. Asimismo, se destaca las altas concentraciones de ADN gendmico que
pueden llegar a ser obtenidas utilizando kits comerciales, sin dejar de lado otros
meétodos que también pueden ser utilizados, como, por ejemplo, Salting Outy a su
vez, la variacion que puede tener los aislados en cuanto a sus fases de crecimiento,
las cuales pueden depender del método que sea utilizado y el tiempo que se
evaluado, destacando que en el presente estudio el comportamiento de cada
aislado en cuanto a su crecimiento, destacando que los aislados tuvieron una curva

mas rapida comparado con la curva de la cepa ATCC 27853.

Por ultimo, en el presente estudio, se dan a conocer mutaciones del tipo insercion y
sustitucion (predominan las transversiones) que anteriormente no han sido descritas
en la literatura revisada y a su vez, se concluye que no necesariamente todas las
mutaciones presentes en el gen 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. Y que es posible que los aislados obtenidos y
estudiados, estén en una fase de infeccion aguda, ya que cumplen con las

caracteristicas de la misma (aislado no mucoides y sensibles a antibioticos).
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