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Resumen

Objetivos: Pseudomonas aeruginosa es una de las princi-
pales causas de infeccién bronquial crénica (IBC), espe-
cialmente en pacientes con enfermedades como fibrosis
quistica (FQ), enfermedad pulmonar obstructiva crdnica
(EPOC), asma y bronquiectasias (BQ). Si hien la IBC en el
contexto clinico de la FQ ha sido objeto de numerosos estu-
dios, la literatura existente en el caso de IBC y BQ es mucho
mds escasa. El objetivo del presente estudio es determinar el
perfil de sensibilidad antibidtica de 100 aislados bacterianos
identificados en 100 pacientes con bronquiectasias e infec-
cién bronquial crénica por Pseudomonas aeruginosa, asi
como caracterizar algunos de los mecanismos de adaptacion
en 55 aislados, mediante secuenciacién del genoma completo
(WGS, por sus siglas en inglés).

Métodos: La sensibilidad antibidtica frente a 10 anti-
pseudomonicos se determind utilizando el sistema de
microdilucién en caldo MicroScan WalkAway. La WGS se
llevd a cabo con el kit de preparacién de librerias de Illu-
mina. La secuenciacion de las librerias indexadas se realiz6
en un secuenciador MiSeq benchtop de Illumina, generando
lecturas pareadas de 300 pares de bases.
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Resultados: La mayor parte de las mutaciones de pérdida
de funcién se encontraron c en los genes que codifican el
sistema de la bomba de expulsion MexAB-OprM, el cluster
génico pvd y el receptor FpvA, asi como en los genes invo-
lucrados en la motilidad tipo twitching, como chpA y fimV.
Conclusiones: Los datos obtenidos indican que Pseudo-
monas aeruginosa se adapta a la IBC mediante la acumula-
cién de mutaciones de pérdida de funcion en diversos genes
que que derivan en diferentes fenotipos y podrian orientar
el desarrollo de nuevas terapias alternativas.
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Introduccion

Pseudomonas aeruginosa es un patdgeno oportunista respon-
sable de las causas méds frecuentes de infeccién nosocomial y
afecta en mayor medida a los pacientes inmunodeprimidos.
Asimismo, P. aeruginosa es uno de los principales agentes
causantes de la infeccién bronquial crénica (IBC)que con-
tribuye a la morbimortalidad de los pacientes con enferme-
dades inflamatorias crénicas, como la fibrosis quistica (FQ), la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) o las
bronquiectasias (BQ) [1].

Las BQ se caracterizan por la dilatacién permanente
y destruccién gradual de las paredes bronquiales, como
resultado de diversas patologias sistémicas o localizadas [2].

Los estudios que abordan la caracterizacién gendmica
de P. aeruginosa en pacientes con BQ son muy escasos [3] yla
mayoria de los publicados hasta la fecha se centran en los
mecanismos de resistencia a los antibidticos [4].

El objetivo del presente estudio es determinar la sensi-
bilidad antibiética de 100 aislados de P. aeruginosa obtenidos
de 100 pacientes con BQ no debida a FQ, asi como caracte-
rizar otros mecanismos genéticos de tipo adaptativo dife-
rentes alos de la resistencia antibidtica, que contribuyen ala
persistencia de este patogeno en la IBC.
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Materiales y métodos

Coleccién de P. aeruginosa y analisis de
sensibilidad antibiética

La coleccién estudiada reune 100 aislados de P. aeruginosa
procedentes de muestras respiratorias de 100 pacientes dife-
rentes con BQ no debidas a FQ, atendidos de forma consecu-
tiva en el Hospital Universitari Arnau de Vilanova de Lleida
(Catalufia, Espafia) entre septiembre de 2019 y mayo de 2021.

Los pacientes incluidos tenian diagndstico de bronquiec-
tasias mediante tomografia computarizada de alta resolucién
(HRCT) y sintomas clinicos compatibles. En dicha cohorte, las
etiologias mas frecuentes de BQ fueron EPOC (52 %), causas
idiopéticas (26 %), otras patologias pulmonares (18 %), y
enfermedades genéticas como discinesia ciliar primaria (DCP)
(3 %) y sindrome de Kartagener (1 %).

La concentracién minima inhibitoria (CMI) de pipera-
cilina/tazobactam, ceftazidima, cefepima, imipenem, mero-
penem, tobramicina, amikacina, ciprofloxacino y colistina se
obtuvo mediante microdilucién en caldo en el sistema
MicroScan WalkAway® (Siemens, Healthcare). Las CMI de
los aislados de P. aeruginosa con fenotipo mucoide y/o que
mostraran un perfil de hipersensibilidad antibidticase
determinaron mediante tiras Etest®(BioMérieux). En rela-
cién a la interpretacion de las categorias S/I/R, se aplicaron
los valores clinicos establecidos en EUCAST v14.0. Los aisla-
dos multirresistentes se identificaron siguiendo las reco-
mendaciones de la ECDC [5].

Caracterizacion gendmica de los aislados de
P. aeruginosa

Con objetivo de representar la variabilidad genética de P.
aeruginosa en bronquiectasias, se secuenciaron55 aislados
con diferetes morfotipos [mucoides, no mucoides, y variantes
de aislado pequefia (VCP)] y con perfiles diferentes de
sensibilidad antibiética, dado que la mayor parte de los ais-
lados recogidos fueron sensibles a la mayoria de los
antimicrobianos testados. Asi mismo, se excluyeron los ais-
lados productoras de carbapenemasas o piomelanina, dado
que se trata de subpoblaciones probablemente ya adaptadas.

La extraccién del ADN gendémico total se llevé a cabo
utilizando un kit comercial (QIAsymphony DSP DNA Kit,
QIAGEN), en el extractor automatico QIAsymphony (QIAGEN).
La secuenciacién gendmica se llevé a cabo mediante la pre-
paracion de librerias indexadas de extremos paired-end (Illu-
mina DNA Prep, lllumina) con la posterior secuenciacion en el
sistemaMiSeq® de Ilumina, utilizando el kit de reactivos

Santa et al.: Caracterizacién gendmica de los mecanismos de adaptacion de Pseudomonas aeruginosa —— 485

MiSeq v3 y 600 ciclos. Para la caracterizacion gendmica, las-
lecturas paired-end de 300pb se ensamblaron de novo
mediante el ensamblador SPAdes, uilizando los parametros
predeterminados, con el fin de inferir el secuenciotipo
(ST) mediante la herramienta MLST v2.0.4.(disponible en
http://www.genomicepidemiology.org/services). El analisis de
deteccion de variantes (en inglés, variant calling -VC) se realiz6
con el programa Snippy v.3.1 [6] utilizando el genoma PAO1
(NC_002516.2) como referencia. Se aplicaronlos parametros
predeterminados, incluyendo una calidad minima de mapeo
de 60, un umbral de calidad de base de 13, y una cobertura
minima de 10 lecturas, considerando que la variante es valida
si hay concordancia en el 90% de las lecturas. La deteccion de
grandes delecionesse realiz6 con la herramienta Integrative
Genomics Viewer (IGV).

Resultados

En la Figura 1 se muestran los porcentajes de sensibilidad
antimicrobiana de los 100 aislados de P. aeruginosa.

El antimicrobiano con menor tasa de sensibilidad fue
ciprofloxacino, mientras que la colistina, la amikacina y los
carbapenémicos fueron los compuestos con mayor activi-
dad. La mayoria de los aislados secuenciados se identifica-
ron como hipersensibles a casi la totalidad de los antibi6ticos
testados, salvo siete aislados que se identificaron como
multirresistentes (MDR). Estos aislados MDR se indican en la
Tabla 1, donde se detalla el antibiograma de todos los aisla-
dos secuenciados.

Para la caracterizacién de los mecanismos de adapta-
bilidad, se realizé el andlisis de VC en los 55 aislados
secuenciados, con el objeto de identificar mutaciones de
pérdida de funcién (loss-of-function mutations).

En la Tabla 2 se muestran los ST y las mutaciones de
pérdida de funcién identificadas en los diferentes genes
asociados a la adaptabilidad de P. aeruginosa al ambiente
pulmonar crénico.

Entre los 55 aislados secuenciados, el ST mas frecuente
fue el ST253 (7), seguido de ST395 (3). Siete aislados mos-
traron una combinacién de alelos desconocida, por lo que no
se pudieron asignar a ninguno de los secuenciotipos
actualmente descritos. Los clones de alto riesgo mas fre-
cuentes fueron ST175 (1), ST235 (1), ST244 (1) y ST357 (),
presentando los tres ultimos un perfil noMDR. Otros clones
de alto riesgo con perfiles no MDR fueron ST17, ST274, y
ST532, cada uno de ellos representados por un unico aislado.

Las mutaciones de pérdida de funcién mds frecuentes se
detectaron en los genes que codifican los tres componentes
de la bomba de expulsion MexAB-OprM, detectdndose
mutaciones en al menos uno de estos genes en 27 aislados.
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El hallazgo de aislados con altas tasas de hipermutacién
es frecuente en infecciones crénicas de P. aeruginosa y se
debe a la pérdida de funcién de los genes de reparacion del
ADN por mecanismo de emparejamieto de bases, mutS y
mutL.En esta cohorte, se identificaron 5 aislados que pre-
sentaban mutaciones truncantes en estos genes.

Con respecto al fenotipo mucoide, 17 aislados pre-
sentaron mutaciones de pérdida de funcion en mucA, y solo
uno en mucB. De estos, 10 mostraron un fenotipo mucoide
(BQO4-05-06-07-08-41-42-44-46-52). Estos genes codifican
proteinas que inhiben la actividad del factor sigma AlgU, que
desempefia un papel crucial en la hiperproduccion de algi-
nato y la formacion de biofilms.

La herramienta IGV se empled para detectar grandes
deleciones en el genoma de P. aeruginosa. Asi, se analizaron
grandes edeleciones en los clusteres pel, alg y pel, con fun-
ciones todos ellos en la formacién de biofilms, asi como
en los genes relacionados con la sintesis de pioverdina
(pvdABCoperon) y su receptor fpvA, ambos implicados en la
adquisicién de hierro.

En 10 de estos aislados, se detectd la delecidn total de dos
0 mas genes del cluster psl, con tamafios que oscilaban entre
1,8 y 278 kb, mientras que los clusteres alg y pel permane-
cieron intactos en la totalidad de los aislados.

Con respecto a la formacion de biofilms, también se
analizaron los genes bifA, rbdA, oprF y ladS mediante ana-
lisis tipo VC.

No se detectaron mutaciones en bifA, que codifica una
fosfodiesterasa de c-di-GMP que estimula la motilidad en
superficie (tipo swarming), en detrimento de la formacién de
biofilms. Por otro lado, RbdA, otra fosfodiesterasa con acti-

vidad en la degradacién de c-di-GMP, present6 mutaciones
de pérdida de funcidn en 12 aislados. Del mismo modo, OprF,
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Figura 1: Sensibilidad antibiética (%) en la
coleccién de P. aeruginosa-BQ. CIP,
ciprofloxacino; TOB, tobramicina; TZP,
piperacilina/tazobactam; FEP, cefepime; ATM,
aztreonam; CAZ, ceftazidima; IPM, imipenem;
MEM, meropenem; AMK, amikacina; CST,
colistina.

la porina predominante de la membrana externa de P.
aeruginosa, present6 mutaciones de pérdida de funcién en
tres aislados. LadS, induce la expresion de genes relacio-
nados con la produccién de exopolisacaridos asociados a la
formacién de biofilms, incluidos Pel y alginato, asi como una
amplia variedad de factores de virulencia, como los genes
con efectos en la motilidad y la expresion del sistema de
secrecion de tipo III (T3SS). En este estudio, siete aislados
presentaron mutaciones truncantes en lads.

Con respecto a la caracterizacion de la sintesis de pio-
verdina y su receptor fpvA, todos los aislados a excepcion de
BQO02-06-07-12-22-25-30-32-42-43-44-45-48-50-51-52  presenta-
ron uno o mas genes delecionados del cluster pvd y/o gen
fpvA (informacién no incluida en la Tabla 2).

Otras mutaciones de pérdida de funcién en genes como
pilJ, chpA y fimV estan relacionadas con la motilidad tipo
twitching, y podrian ser una adaptacién al ambiente viscoso
del esputo. En el presente estudio, dos aislados presentaron
mutaciones truncantes en pilJ, 24 en chpA,y 23 en fimV.Enla
Tabla 2 no se muestran las mutaciones concretas en chpA y
fimV, pues son multiples y de tipo pérdida de funcién.

Discusion

Los resultados obtenidos indican que, a diferencia de otras
infecciones respiratorias crdnicas, en este conjunto de
aislados de P. aeruginosa causantes de BQ, las tasas de
resistencia antibidtica no son particularmente altas. Este
escenario brinda la oportunidad unica de explorar otros
mecanismos de adaptacion genética, diferentes de los de
resistencia atibiética, que facilitenn la persistencia de este
patégeno en la IBC.
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Tabla 1: Perfil de sensibilidad antibiética de los 55 aislados secuenciados.

CMI, mg/L?
Aislado ST ATM TZP® CAZ FEP IMI MER TOB AKP CIP CST
BQO1 251 o’ w15 4 075 0125 2 8 Lasn 1
BQO2 284 0016 <8 0047 4 075 05 o002 < SR
BQO3 155 0125 < 038 3 0% 3 075 < 006 15
BQU4 22 15 w15 4 2 03 2 16 AsEEE
BQOS 262 3w 15 4 o o025 1 < S
BQUG 39 3« 3 o5 e 2 08 <« 03 3
BQO7* 348 12 o« WA ors s ors RN
BQUS 508 025 < 1 15 075 038 075 < 038 1
BQU9 170 019 <« 05 075 15 015 15 <8 0064 2
BQ10 36 15 < 1 4 075 025 1 < 05 15
BQI1° UK oso AN 2 MR o5 o004 00 2 o« HEEEE
BQ12 395 025 <« 1 8 1 o004 15 16 038 1
BQ13 253 05 <« 050 <115 o015 15 < [BROEE
BQ14 633 15 w14 2 o 2 < W
BQ15 un 2 e 1 1 2 015 1 <8 0094 2
BQI6* 175 2 e e s s ke s Bl 2
BQ17 532 3« o5 1 1501 o5 o< HREEE
BQ18 554 025 < 0% 4 4 1 0755 < 050 2
BQ19 253 1« 0% o5’ 1 0% 1 <8 0064 1
BQ20 UK 0094 <8 0125 0047 0064 0008 050 <8 0008 1
BQ21 480 038 < 03 05 038 0064 0064 <8 019 15
BQ22 UK 0% <% 1 15 3 002 15 < 0064 1
BQ23 357 4 w8 1 2 1 05 2 < 0125 3
BQ24 43 05 < 05 1 075 0064 15 <8  009% 15
BQ25 %60 2 <8 1 1 3 0755 1 = 0125 1
BQ26° UK s Deal 6 2 BmlEmIeso o< BmlE
BQ27 379 2w 0’5 075 15 019 1 <8 0094 2
BQ2S* 633 B2se 0 s s B 15 o5 Bse il BRI 2
BQ29 274 0047 <8 009 025 025 0012 0047 <8 LN o2
BQ30 253 025 < 038 075 038 0047 075 <8 003 1
BQ31 %7 3 <% 1 1 1 0% 1 <  00% 15
BQ32 253 4w 111 050 1 <8 0094 4
BQ33 360 o0 < 2 12 1 oo BRI os
BQ34 102 038 <8 075 020 1  009% 075 <8 0035 2
BQ35 sme 3 w15 e o9 oo 2 BEoes 0
BQ36 262 4 % 3 3 3 o0 2 < 015 3
BQ37 447 2w 1 15 2 0% 1 <8 0094 15
BQ38 UK 3 «w® 1 1 15 015 1w 003 1
BQ39 585 019 <8 075 025 15 0023 025 <8 003 1
BQ40 218 15 < 075 1 075  00%4 075 <8 0064 1
BQ41 508 019 8 05 6 038 019 025 < 038 1
BQ42 395 0094 <8 0125 0094  00% 0012 0064 <8 0008 1
BQ43 17 025 <8 009 0125 0125 0012 009 <8 0047 0064
BQ44 UK 2« 075 075 075 0064 0125 <8 0047 0064
BQ45 253 038 < 075 8 020 0064 USRI o5 2
BQ46 792 075 < 038 2 1 0094 075 < 038 1
BQ47 1M 16 <% 3 4 2 & o015 < WP 2
BQ48 13 4 8 2 4 2 0% 1 = 0125 15
BQ49 455 038 < 1 025 2  009% 1 <8 0064 1
BQS0 253 2 w1 s s 051 = BRI s
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Tabla 1: (continued)
CMI, mg/L?

Aislado ST ATM TZP® CAZ FEP IMI MER TOB AK® CIP CST
BQ51 253 4 <8 1 0,094 1 0,75 1,5 <8 _ 1
BQ52 27 0,125 <8 0,25 4 0,125 0,094 0,5 _ 1
BQ53¢ UK 2 0,75 1 <8 0,064 1
BQ54 274 3 <8 4 4 1,5 0,75 1 <8 0,50 1
BQSS* 235 S8 e 32 24 075 2 s Bl

Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) (mg/L)® de ATM, aztreonam (S<0,001; R>16); TZP, piperacilina/tazobactam (5<0,001; R>16); CAZ, ceftazidima
(S<0,001; R>8); FEP, cefepime (5<0,001; R>8); IMIL, imipenem (S<0,001; R>4); MER, meropenem (S<2; R>8); TOB, tobramicina (S<2; R>2); AK, amikacina
(S<16; R>16); CIP, ciprofloxacino (S<0,001; R>0,5); CST, colistina (S<4; R>4). Las CMI se determinaron mediante E-test, a excepcién de los marcados con®,
que se determinaron mediante microdilucién en caldo. El color verde indicasensibilidad clinica a dosis estandarl y a dosis incrementada, mientras que el
color rojo indica resistencia. ‘Indica que se trata de un aislado MDR; la columna ST represeta el secuenciotipo; UK es indicativo de ST no conocido.

La distribucién de los ST refleja la variabilidad gené-
tica en la poblacion global de P. aeruginosa. La identifi-
cacién de seis aislados no atribuibles a un ST conocido
indica que esta poblacién se encuentra en constante evo-
lucidn genética. Asi mismo, la deteccidn de clones de alto
riesgo, como ST175, ST235, ST244, y ST357, la mayoria
vinculados a perfiles no MDR, evidencia la intrincada
dindmica de la diseminacién de estos clones y sus posibles
efectos sobre el tratamiento de la infeccién y las estrate-
gias terapéuticas [7].

Con respecto a los mecanismos de adaptacion de P.
aeruginosa al ambiente créonico pulmonar, el andlisis del
genoma de los 55 aislados seleccionados reveld una serie de
adaptaciones genéticas significativas que facilitan la per-
sistencia de este patégeno en pacientes con BQ.

El mayor numero de mutaciones de pérdida de funcion
se observé en la bomba de expulsién MexAB-OprM, que
desempefia un papel fundametal en la resistencia basal a la
mayoria de los B-lactdmicos, incluidas las nuevas combina-
ciones de inhibidores de beta-lactamicos/beta-lactamasas.
Este hallazgo explica el perfil de hipersensibilidad de estos
aislados a estos antibidticos. Ademds, MexAB-OprM se ha
asociado con la virulencia, ya que mutantes deficientes en
esta bomba muestran una menor capacidad invasiva. Esto
sugiere que las mutaciones truncantes observadas podrian
deberse a mecanismos distintos a los relacionados con la
resistencia a antibioticos [8].

Con respecto a la formacién de biofilms la delecion de
genes en el cluster psl, unida a la integridad de los clusteres
alg y pel, indica que, en este conjunto de aislados, la for-
macién de biofilms se basa principalmente en los polisaca-
ridos Pel y alginato, en lugar de en Ps] [9].

Asi mismo, la elevada prevalencia de mutaciones
truncantes en el gen mucA subraya la importancia de la

hiperproduccién de alginato en el desarrollo del fenotipo
mucoide, un rasgo que determina la virulencia y resistencia
de P. aeruginosa en las infecciones crdnicas [10]. También se
ha demostrado que las alteraciones en RbdA y OprF provo-
can una elevacion de los niveles c-di-GMP, lo que deriva en
una mayor formacién de biofilm a través de la hiper-
produccion de Pel [9, 11].

Las mutaciones en LadS mejoran la motilidad y actividad
de T3SS, en detrimento de la produccién de biofilm de Pel y
alginato [12]. Cabe mencionar que uno de los cuatro aislados
portadores de una mutacién de pérdida de funcién en este gen
también presentaba delecion completa de los genes psiB y
pslC, lo que indica que la formacién de biofilm podria estar
notablemente afectada en este aislado.

Por otro lado, la frecuente delecion de genes asociados a
la sintesis de pioverdina y de su receptor FpvA indica que P.
aeruginosa se adapta al huésped favoreciendo rutas alter-
nativas de adquisicion de hierro, como podria ser a través
del grupo hemo de las proteinas del huésped [13].

Finalmente, se observé un elevado numero de muta-
ciones de pérdida de funcién en genes asociados a la moti-
lidad tipo twitching como pil], chpA y fimV. Estas mutaciones
se asocian con una motilidad modificada, un fenotipo que se
observa también en la FQ, y podria tratarse de una adap-
tacién a la viscosidad del ambiente del esputo [3, 13].

Estos hallazgos gendmicos resultan de gran relevancia
para mejorar las estrategias terapéuticas en elmanejo de las
bronquiectasias.

La delecion de la homba de expulsién mexAB aumenta
la sensibilidad a los B-lactdmicos, por lo que si se conoce
este hallazgo, pueden disefiarse terapias antimicrobianas
mds especificas[8]; asimismo la reduccién de la biosintesis
de pioverdina indica un cambio en la captacién de hie-
rro,evidenciando asi el potencial de las terapias de quelacion
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Tabla 2: Secuenciotipo (ST) y mutaciones de pérdida de funcién identificadas en la bomba de expulsién MexAB-OprM, mutS-mutl, mucA-mucB; clister
psl, genes bifA-rbdA-oprF-ladS y pill-chpA-fimV de cada uno de los aislados secuenciados.

Aislado ST  MexAB-OprM mutS-mutL mucA-mucB psl cluster bifA-rbdA-oprF-ladS pilj-chpA-fimV
BQO1® 1251 mexA (nt30A2) - mucA (Q123X) - - chpAS, fimV ©
BQO2® 244 oprM (Q246X) - mucA (Q118X) ApslA-pslO - -
(=104 kb)
BQO3® 155 - - mucA (V147X) ApslA-psliO - -
(=135 kb)
BQO4* 242 - - mucA (A90X) - - -
BQ05® 262 - - mucA (Q117X) ApslE-psIN oprF (nt576A5, nt844A1) -
(=132 kb)
BQO6>° 395 oprM (nt800A1) - mucA (H159X) ApslA-psiO - -
(=142 kb)
BQO7° 348 oprM - mucA (V99X) ApsIB-psIC (=1.8 kb) /adS (aas497A6) -
(aas202InsHis)
BQ08® 598 mexA (Q107X) - mucA (V147X) - - -
BQO9 170 mexA (Q295X) - - - - -
BQ10 3016 - mutl - - - chpAS, fimV €
(aas383A1)
BQ11 UK mexA (Q183X) mutl (nt819A1) - - - pil] (nt112242), chpAS,
fimV*
BQ12 395  mexB (nt2621A1) - - - - -
BQ13 253  mexA (Q46X) - - ApslA-pslO rbdA (nt190A1), oprF (Q160X) chpAS, fimV ¢
(=278 kb)
BQ14 633 mexB - - - - -
(nt41InsGATC)
BQ15 2431 - - - - - -
BQ16 175 - - - - - -
BQ17 532 oprM (nt1274A1) - - - rbdA (Y366X) Ch,DAc
BQ18 554 - - - - - fimV*
BQ19 253 - - - - rbdA (nt190A1), ladS (W4X)  chpAS, fimV ¢
BQ20 UK mexB (nt32A1) - mucA ApslA-pslO rbdA (aas208A1), oprF (Q27X) -
(aas56A138) (=163 kb)
BQ21° 480  oprM (nt505A5) mutS mucA (T96X) - - fimv ¢
(nt1592A4)
BQ22 UK  mexA (nt749A195) - - - - chpAS, fimV
BQ23 357 - - - - - chpA*
BQ24 2431 mexA (nt19A1) - - - - chpAS, fimV ©
BQ25 1600 - - - - - -
BQ26" UK  mexB (Q112X) - - - - -
BQ27 379 - mutS (nt339A1) - - - fimV*
BQ28 633 mexB - - - - -
(nt46InsATCG)
BQ29 274  mexA (nt19A2) - mucA (V147X) - - chpA*
BQ30 253  mexB (nt283InsG) - - ApslA-pslO (=67 kb) rbdA (nt190A1) chpAS, fimV €
BQ31 1637 - - - - - fimV*©
BQ32 253 - - mucB (L225X) - rbdA (nt190A1) chpAS, fimV ©
BQ33 360 mexB (nt2169A1) - - - - pill (aas672A4)
BQ34 1002 mexB (Q439X) - - ApslA-psIN chpAS, fimv ©
(=28.8 kb)
BQ35 3119 - - - - rbdA (nt97InsG) chpA*
BQ36 262 - - - - - chpA*
BQ37 447 - - - - - -
BQ38 UK - - - - - chpA, fimV ¢
BQ39 585  oprM (nt505A5) - - - - fimv ¢
BQ40 3218 - - - - ladS (nt1345InsAT) chpA*®
BQ41® 598 mexA (Q107X) - mucA (V147X) - - -

BQ42° 395 oprM (nt318InsC) - mucA (V147X)

rbdA (nt617InsT) -
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Tabla 2: (continued)

Aislado ST  MexAB-OprM mutS-mutL mucA-mucB psl cluster bifA-rbdA-oprF-ladS pilj-chpA-fimv

BQ43 17 mexB (aas739A9) - - ladS (nt6151A1) fimv©

BQ44* UK - - mucA (aas19104) - chpAS, fimV ¢

BQ45 253 - - mucA (nt187A1)  ApslG-pslO rbdA (nt190A1), ladS chpAS, fimv ©

(=9.8 kb) (nt2107A1)

BQ46® 792 - - mucA (V129X) - - fimv €

BQ47 3511 - - - - - -

BQ48 1393 - - - - - chpA*

BQ49 455  mexB (Q106X) - - - - -

BQ50 253 - - - - rbdA (nt190A1), ladS chpAS, fimv ©
(nt1788A1)

BQ51 253 - - - - rbdA (nt190A1), ladS chpAS, fimV ©
(nt1788A1)

BQ52* 27 mexB (aas766A3) - mucA (V147X) - rbdA (nt250InsC) -

BQ53®* UK - muts - - - -

(nt2550A2)
BQ54 274 - - - - - chpA*
BQs5 235 - - - - - chpAS, fimV*©

2Fenotipo mucoide, fenotipo SCV, - indica la ausencia de mutaciones, y ¢ multiples mutacionesde pérdida de funcion. La abreviatura UK en la columna ST

significa ST no conocido.

de hierro para interferir en su metabolismo y en la forma-
cion de biopeliculas.

Ademads, dada la rapidez con la que P. aeruginosa ha
desarollado resistencia a los antibidticos, limitando asi la
eficacia de estos a largo plazo, se estan investigando trata-
mientos no antibiéticos, como la terapia con fagos [14], los
inhibidores de quorum sensing y las terapias basadas en
nanoparticulas [15], como tratamientos alternativos a las
terapias tradicionales o bien como adyuvantes.

En conclusién, la caracterizacién genémica de P. aerugi-
nosa resulta esencial para identificar los mecanismos que
permiten su adaptacion al ambiente pulmonar crénico y
facilitar el desarrollo de terapias alternativas que minimicen
la estrategia de “prueba y error” que se sigue aplicando
actualmente.

Aprobacioén ética: El presente estudio fue aprobado por el
Comité de Ftica de la Investigacién con Medicamentos
(CEIm) del Hospital Universitario Arnau de Vilanova, del
distrito de salud Lleida-GSS.

Consentimiento informado: No procede.

Contribucion de los autores: Todos los autores han aceptado
la responsabilidad de todo el contenido de este manuscrito y
han aprobado su presentacidn.

Conflicto de intereses: Los autores declaran no tener nin-
gun conflicto de intereses.

Uso de modelos de lenguaje, IA y herramientas de
aprendizaje automatico: Ninguno declarado.

Financiacién del proyecto: Ayudas a jovenes profesionales
parala tesis doctoral 2022 de la Fundacion J.L. Castafio-SEQC.

Disponibilidad de datos: Se pueden solicitar los datos en
bruto al autor para correspondencia.
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