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Resumen

P. aeruginosa es un patdégeno oportunista capaz de causar una variedad de
afecciones. Queratitis es una de ellas y se caracteriza por ser rapidamente
progresiva y potencialmente cegadora, ademas clones especificos son los
reportados como principales responsables. Por otra parte, se asume que la
versatilidad de P. aeruginosa recae sobre su la amplia gama de factores de
virulencia con los que cuenta. Interesantemente se ha demostrado que los fagos
asociados pueden codificar factores de virulencia diferentes a los de su core
genomico y que a través de la transduccion y la conversion lisogénica contribuyen
a su patogenicidad. Adicionalmente los fagos pueden de trasferir horizontalmente
dichos factores de virulencia entre las cepas. Por estos motivos, el objetivo de este
trabajo fue la caracterizacion molecular de un conjunto de cepas clinicas de
queratitis de P. aeruginosa con una técnica de tipificacion de alto poder
discriminatorio como lo es la MLST, ademas de la busqueda y el aislamiento de
fagos temperados asociados para explorar esta fructifera relacion que resulta en
cepas potencialmente mas patdgenas. En dicha caracterizacion se encontraron 4
alelos y 7 tipos de secuencia (ST) nuevos, ademas de evidencia nula de una
relacion clonal entre este grupo de aislados o la asociaciéon de un complejo clonal
(CC) particular con esta patologia oftalmica. Los resultados de los ensayos de
produccion espontanea e induccion de profagos realizados en estas cepas,
revelaron su asociacion con fagos. El hecho de que un alto porcentaje de las
cepas (72%) demostrara ser lisogena y que el perfil de infeccion de los fagos
asociados fuera similar o igual, podria sugerir que los fagos albergados son del
mismo tipo y que contribuyen a la virulencia de sus cepas hospederas en esta
enfermedad. Experimentos adicionales de caracterizacion de estos fagos podrian

dilucidar si estos contribuyen a la virulencia de las cepas oftalmicas.



Caracterizacion molecular de cepas oftalmicas de Pseudomonas aeruginosa por
tipificacion multilocus de secuencias (MLST) y presencia de fagos temperados

asociados.

Principales abreviaturas utilizadas: MLST (tipificacion multilocus de secuencias),

CC (complejo clonal), ST (tipo de secuencia), LC (lentes de contacto).

1) Introduccién

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa de amplia distribucion
ambiental con una remarcable habilidad de adaptacion a una variedad de
condiciones ecoldgicas, incluyendo la escasez de nutrientes [1]. Para el humano
esta bacteria representa un patégeno oportunista de importancia nosocomial que,
acorde a su versatilidad, es capaz de causar una variedad de afecciones [2]. Entre
ellas se encuentran los casos de queratitis que se caracterizan por ser

rapidamente progresivos y potencialmente cegadores [3].

Entre los grupos mas vulnerables a este tipo de infeccion se encuentran las
personas inmunocomprometidas a nivel local por haber sufrido algun traumatismo
ocular y los usuarios de lentes de contacto [4]. En el caso del segundo grupo se ha
sugerido que la causa de infeccidon radica en la frecuente contaminacién por P.
aeruginosa de las gotas oculares y soluciones en las que se almacenan dichas
lentes. En ambos casos, un dano ocular pequefio y superficial como un rasgufio
es suficiente para afectar localmente los mecanismos de inmunidad y exponer los
receptores (cripticos en una persona saludable) que facilitan la adherencia de la

bacteria al epitelio corneal [5-7].

La versatilidad de P. aeruginosa recae en su amplia gama de factores de
virulencia [2], por lo cual su patogenicidad asociada a una enfermedad especifica
es probablemente multifactorial [8]. No obstante, factores descritos como
particularmente importantes en las infecciones oftalmicas ya han sido reportados.
Entre ellos se encuentra el gen pilA que codifica la subunidad estructural principal

de los pili tipo IV, implicados en la motilidad Twitching y la adhesion a la superficie



ocular [9]. Adicionalmente, las exotoxinas producidas por la expresion de los
genes exoS y exoT del sistema de secrecion tipo lll, inducen la apoptosis de los
neutréfilos encargados de la eliminacion de la infeccion [10], mientras que exoU
codifica una potente fosfolipasa que causa la inflamacién y destruccion del tejido
[11]. La secrecion de esta ultima enzima se ha visto asociada a los casos de

queratitis mas severos (queratitis ulcerativa) [12].

Tales factores de virulencia y otros como el flagelo, la proteasa alcalina, la
proteasa |V, la antiestafilolisina (LasR), las elastasas, las hemolisinas, las
exotoxinas A y Y, etc. [13-19], no representan en su mayoria la capacidad de
causar queratitis. Esto ha sido inferido a partir de la observacion de que
practicamente cualquier cepa de P. aeruginosa carente de varios de ellos puede
causar infeccion corneal si se presentan las condiciones de predisposicion antes
mencionadas. No obstante, si algunos de estos factores funcionan de manera
combinada pueden mejorar el potencial patogénico de las cepas que los portan,
agravando asi la enfermedad y llegando incluso a causar la infeccion corneal en

personas sanas y sin antecedentes de dafio ocular [20].

En los ultimos afios, el desarrollo y la aplicacidon de técnicas de tipificacion
molecular para el estudio poblacional de P. aeruginosa ha permitido reconocer su
compleja estructura epidémica. Dicha poblacién se caracteriza por tener eventos
de recombinacién frecuentes que conducen a la evolucion de clones epidémicos
exitosos, posiblemente como consecuencia de la incorporacion combinada de
genes de virulencia y/o patrones diferenciales de expresion génica que los
capacitan mejor para el desarrollo de alguna enfermedad especifica. Tal es el
caso de los aislados de pacientes con queratitis en los que clones con estas

propiedades ya han sido reportados [20, 21].

Hasta ahora, los estudios sobre este patégeno han generado una cantidad
importante de conocimiento sobre él, sin embargo, aun hay cuestiones que no han
sido suficientemente atendidas. Una de ellas son los detalles sobre su
epidemiologia molecular ya que dichos trabajos no son tan abundantes como en
otras bacterias. Esto se debe en parte a que los métodos moleculares con tal
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enfoque son relativamente recientes [22, 23, 24]. Entre ellos se encuentra la
tipificacion de secuencias multilocus (Multilocus sequence typing o MLST) que ha
demostrado ser eficiente para la caracterizacion no ambigua de microorganismos
a nivel de especie y cepa. Este método se basa en el uso de informacién de
secuencia proveniente de fragmentos internos de siete genes constitutivos que
son particularmente seleccionados para cada especie [25, 26]. En consecuencia,
la estrategia de aplicacion de dicho método consiste en la amplificacién vy
secuenciacion de las regiones intragénicas seleccionadas. Posteriormente, un
numero identificador de la secuencia resultante es asignado para cada alelo de los
siete loci. Los aislados bacterianos son entonces caracterizados por el patron de
sus alelos y la similitud que guardan con aquellos ya reportados, constituyendo asi

su tipo de secuencia (ST) o perfil alélico.

El método de MLST es ampliamente utilizado para la caracterizacion de bacterias
patdgenas por su alta sensibilidad para detectar clones epidémicos entre los
aislados y porque permite establecer la relacién evolutiva entre ellos [27].
Adicionalmente, la reproducibilidad, portabilidad y facil exportacion y acceso de los
datos a través de bases de datos on line, son las principales ventajas del MLST
sobre otros métodos de tipificacion con enfoques similares (electroforesis de
enzimas multilocus o MLEE, electroforesis en gel de campos pulsados o PFGE,
ensayos inmunoldgicos, etc.) [27, 28, 29]. En contraste, una clara desventaja de
este método es que no toma en cuenta el material gendmico accesorio
caracterizado por ser altamente dinamico y del cual los profagos y elementos

“phage-like” constituyen un componente significativo [30, 31].

De manera interesante, se ha demostrado que dichos profagos y elementos
“phage-like” pueden codificar factores de virulencia en P. aeruginosa adicionales a
los de su core gendmico y que a través de la transduccién y la conversion
lisogénica contribuyen a su patogenicidad [32]. Tal es el caso del fago D3 que
dirige la conversion del antigeno O5 a O16 en PAO1, el cual permite evadir el
sistema inmune del hospedero [33, 34]. Otros ejemplos son la infeccién del fago

@CTX en PAS10 que resulta en su conversion a una cepa toxigénica [35, 36] y el



de los profagos LES que se ha sugerido contribuyen a la competitividad in vivo de

sus bacterias hospederas [37].

Adicionalmente, los profagos inducibles representan una parte sustancial del DNA
movil de sus hospederos y pueden transferir horizontalmente material genético
entre las cepas de la poblacién, incluyendo los factores antes mencionados,
promoviendo asi variantes cada vez mas virulentas [38, 39]. Curiosamente, la
cepa oftalmica 39016 de P. aeruginosa que alberga varios profagos en su genoma
es considerada una de las cepas mas virulentas, no obstante a la fecha no se ha

demostrado que dichos profagos participen en la virulencia de esta cepa [40].

A pesar del papel clave que los bacteriéfagos han jugado en la virulencia y
patogenicidad de varias especies bacterianas, hasta ahora aun son escasos los
trabajos que evidencien la asociacidon entre cepas clinicas de P. aeruginosa y la
presencia de fagos temperados. Esto limita la realizacion de estudios enfocados a
elucidar la posible participacion de este tipo de fagos en la evolucién patogénica
de P. aeruginosa. Como consecuencia, el objetivo de este trabajo fue la
caracterizacion molecular de un conjunto de cepas oftalmicas de P. aeruginosa
por MLST, ademas de la busqueda y el aislamiento de fagos temperados

asociados para explorar dicha relacion.



2) Antecedentes

En el 2001 Lomholt y colaboradores caracterizaron mediante electroforesis de
enzimas multilocus (MLEE) una coleccion de 145 aislados de P. aeruginosa
asociados principalmente a pacientes con queratitis [20]. En dicha coleccion
también fueron incluidos aislados de orina, infecciones de oido, sangre, pulmones,
quemaduras, heces, ambientales, endoftalmitis y aislados provenientes de
estuches de almacenamiento de lentes de contacto. En este trabajo los autores
ademas identificaron la presencia y caracteristicas de algunos factores de
virulencia utilizando RFLPs, Southern blots y zimografia. A partir de estos analisis
ellos sugieren una estructura poblacional epidémica para P. aeruginosa,
caracterizada por recombinacion frecuente en la que un clon particularmente
exitoso puede incrementarse, predominar por un tiempo y entonces desaparecer
como resultado de la recombinacién. De manera interesante, dichos clones fueron
encontrados entre los aislados de pacientes con queratitis y se caracterizaron por
su alta actividad de elastasa y proteasa alcalina ademas de la presencia del gen
exoU. No obstante, los autores aclararon que estos factores de virulencia no eran

exclusivos de cepas causantes de queratitis [20].

Posteriormente, Pirnay y colaboradores en 2002, usaron un enfoque polifasico en
el cual combinaron los datos de tipificacion provenientes de la identificacion del
serotipo y tipo de pioverdina, los patrones de polimorfismo de longitud de
fragmentos amplificados (AFLP) y la secuencia de los genes oprl, oprL y oprD que
codifican proteinas de membrana externa. Dichas estrategias de tipificacién fueron
aplicadas para estudiar una coleccion de 73 aislados clinicos y ambientales de P.
aeruginosa recolectados en todo el mundo [21]. Los autores observaron un
mosaicismo claro entre los resultados de asociacion que es caracteristico de una
poblacién panmictica. A pesar de la falta de congruencia entre los resultados
obtenidos de los diferentes métodos de tipificacion, se lograron identificar algunos
complejos clonales caracterizados por tener un conjunto de datos casi idéntico.
Basados en estas observaciones, Pirnay y colaboradores sugirieron una estructura

poblacional epidémica para P. aeruginosa, que es superficialmente clonal pero con



recombinacién frecuente, en la que ocasionalmente surgen clones epidémicos
altamente exitosos y que es comparable con la estructura poblacional de Neisseria

meningitidis [21].

En concordancia con esta conclusion, Curran y sus colegas confirmaron en el
2004 que P. aeruginosa exhibe una estructura poblacional epidémica no clonal,
puntuada por genotipos cercanamente relacionados o complejos clonales. Dicho
estudio se baso en la tipificacion de 143 aislados clinicos y ambientales mediante
MLST [26].

En el caso particular de infecciones oftalmicas, Winstanley y colaboradores en
2005, usaron serotipificacion y amplificacion al azar de DNA polimorfico (RAPD)
para caracterizar una coleccion de 63 aislados de P. aeruginosa asociados con
queratitis ulcerativa y recolectados de varios centros hospitalarios de Inglaterra.
Los resultados de dicha caracterizacion no mostraron evidencia de un clon comun
entre los aislados, no obstante la mayoria de los aislados poseian el gen exoU
(59%) y exhibieron actividad twitching (98%) [41].

Unos afnos mas tarde Stewart y colaboradores (2011) identificaron, mediante un
sistema portable de genotipificacién por microarreglos de DNA (clondiag AT), una
subpoblacién de P. aeruginosa con caracteristicas distintivas y mejor adaptada
para causar la infeccion corneal [40]. Dicho estudio revelé que esta subpoblacion
es clonal y porta varias islas gendmicas. La secuenciacion de su aislado 39016,
que fue el mas representativo, también revelé la presencia de una cantidad
significativa de genoma accesorio (comparado con PAO1) incluyendo varios
profagos putativos. Algunos de estos profagos compartieron similitud extensa con

fagos Mu-like que son considerados de transduccion generalizada [40].

Por su parte, Yamaguchi y colaboradores en 2014, caracterizaron 34 aislados de
P. aeruginosa provenientes de infecciones oculares mediante MLST y andlisis del
sistema de secrecién tipo lll, identificando una prevalencia del alelo 5 de aroE
entre los aislados de queratitis. No obstante, en su analisis con el programa

eBURST los genotipos de los aislados oculares no se agruparon, con excepcion



de algunos aislados de queratitis relacionados a lentes de contacto (queratitis-LC)
[42]. En dicho estudio los autores también reportaron que el genotipo exoS (exoU-
negativo) era predominante entre los aislados de infecciones oculares, incluyendo
los de queratitis. Sin embargo, la proporcion de exoU era mayor entre los aislados
de queratitis-LC que en los demas tipos de aislados oculares. En consecuencia, se
concluyd que el genotipo exoU podria estar asociado con aislados de queratitis-
LC. Ademas, este ultimo tipo de aislados fue agrupado en un arbol filogenético
utilizando los datos obtenidos del MLST [42].



3) Justificaciéon

P. aeruginosa es un patégeno oportunista capaz de causar una variedad de
afecciones. La queratitis es una de ellas y se caracteriza por ser severa, ademas
de ser clones especificos los reportados como principales responsables. Por tal
motivo, el uso de una técnica de tipificacion molecular con un alto poder
discriminatorio, como el MLST, podria proporcionar datos valiosos en la
caracterizacion de aislados exclusivamente oftalmicos. Dichos datos ayudarian a
aclarar la cuestion sobre la clonalidad de este tipo de aislados mejorando asi el
conocimiento actual sobre la relacion evolutiva entre las cepas asociadas a
queratitis. Por otra parte, considerando el papel destacado de los fagos como
motores de la evolucion intraespecifica de P. aeruginosa hacia cepas
potencialmente mas patdgenas, es de vital importancia generar mayor evidencia
sobre esta relacion bioldégica que posteriormente pueda ser estudiada a detalle
para discernir los mecanismos mediante los cuales los fagos pueden impactar en

el éxito evolutivo de esta bacteria.



4) Objetivos

4.1 General

Caracterizar un grupo de cepas oftalmicas de P. aeruginosa mediante

MLST y la presencia de bacteriéfagos temperados asociados.

4.2 Particulares

Obtener aislados oftalmicos de P. aeruginosa asociados a queratitis.

Caracterizar los aislados oftalmicos de P. aeruginosa mediante el uso de
medios especificos: Pseudomonas isolation agar, Pseudomonas agar F y

Pseudomonas agar P.

Recopilar informacién clinica relevante correspondiente a cada uno de los

aislados de P. aeruginosa.

Amplificar y obtener las secuencias de los genes correspondientes al

esquema de MLST de P. aeruginosa para los aislados oftalmicos.

Analizar las secuencias provenientes del MLST para definir la identidad de

los alelos y STs de los aislados oftalmicos.
Realizar pruebas de produccion espontanea de fagos e induccion de

profagos con mitomicina C en las cepas oftalmicas de P. aeruginosa para

su posterior aislamiento.
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5) Esquema general de trabajo
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6) Materiales y Métodos

6.1 Obtencion y respaldo de las cepas oftalmicas.

Las cepas oftalmicas de P. aeruginosa fueron obtenidas del Instituto de
Oftalmologia Fundacion Conde de Valenciana. A partir de sus respectivos
respaldos en medio BHI, las cepas fueron estriadas en placas con medio LB e
incubadas a 37°C durante toda la noche (Figura 1). Posteriormente, las colonias
aisladas resultantes fueron inoculadas en medio LB e incubadas a 37°C durante
12 h en agitacion para subsecuentemente realizar respaldos de cada cepa en
glicerol al 30%. Todas las cepas fueron respaldadas por triplicado y almacenadas

en un ultracongelador a -70°C.

6.2 Caracterizacion de las cepas oftalmicas en los medios especificos:
Pseudomonas isolation agar, Pseudomonas agar F y Pseudomonas agar P.

A partir de los stocks en glicerol se hicieron resiembras de las cepas sobre placas
con los medios especificos Pseudomonas isolation agar, Pseudomonas agar F y
Pseudomonas agar P para descartar bacterias distintas del género Pseudomonas,
resaltar la produccion de fluoresceina y piocianina u otros sideréforos,
respectivamente. En dichos ensayos fueron incluidas las cepas DH5a de E. coli y
39016 de P. aeruginosa como controles negativo y positivo, respectivamente. La
produccion de fluoresceina fue evidenciada exponiendo a luz UV los cultivos de

las cepas oftalmicas en medio Pseudomonas agar F.

6.3 Pruebas de susceptibilidad a los antibiéticos.

Las pruebas de sensibilidad a antibidticos se realizaron en el Instituto de
Oftalmologia Fundacion Conde de Valenciana con el equipo VITEK 2 (sistema
05.04), usando la tarjeta AST-GN25 que evalua beta-lactamicos, aminoglicésidos,
quinolonas, tetraciclinas, furanos y trimetoprima con sulfametoxazol. Los
parametros del AES (sistema experto avanzado) para la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria (CMI) e interpretacion de la resistencia natural
estan sustentados por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI,
http://clsi.org/).
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6.4 Extraccion y cuantificacion del DNA genémico.
La extraccién del DNA gendmico de las cepas oftalmicas y 2 cepas control de P.

aeruginosa que ya han sido secuenciadas (39016 y PAO1) se realiz6 siguiendo el
método descrito por Chen W. y Kuo T. [43]. Para verificar las extracciones se
realizé una electroforesis en un gel de agarosa al 1% que fue tefido con bromuro
de etidio para su visualizacién. Posteriormente, las extracciones fueron
cuantificadas en un espectrofotometro (Nanodrop®) por absorbancia a 260 nm.
Los valores obtenidos fueron utilizados para hacer diluciones del DNA gendémico y

obtener stocks con concentraciones de 20 ng/ul para todas las cepas.

6.5 Caracterizacion molecular por MLST.

6.5.1 Amplificacion de los marcadores por PCR.

La sintesis de los primers (para la amplificacion y secuenciacion) se hizo conforme
al disefio del esquema de MLST desarrollado para P. aeruginosa y disponible en

la base de datos de PubMLST (http://pubmlst.org/paeruginosa/info/primers.shtml).

Los 7 genes house-keeping o marcadores del esquema corresponden a:
1) acsA (Acetil coenzima A sintetasa)

aroE (Shikimato deshidrogenasa)

guaA (GMP sintetasa)

mutL (proteina de reparacion del DNA)

nuoD (NADH deshidrogenasa | cadena C, D)

ppsA (fosfoenol piruvato sintetasa)

trpE (Componente | anthralite sintetasa)

La amplificacion de los 7 marcadores se realizd de manera individual en cada
cepa oftalmica y control (39016 y PAO1). Los 50 ul de volumen final en cada
mezcla de reaccion incluyeron: 2 pl de DNA gendmico (~20 ng/ul), 2 ul de primer
forward (10 pmol/ul), 2 pl de primer reverse (10 pmol/ul), 5 yl de buffer PCR 10x,
10 pl Solucion-Q 5x ,1 pl de mezcla de dNTPs (10 mM de dATP, dCTP, dGTP y
dTTP), 0.25 ul de Taq polimerasa (5 unidades/ul) y 27.75 ul de agua inyectable. El
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buffer de PCR, la Solucion-Q, la mezcla de dNTPs y la Taqg polimerasa fueron
tomados del PCR CORE Kit de Qiagen.

Las condiciones de amplificaciéon utilizadas fueron las siguientes:
Desnaturalizacion inicial a 96°C por un minuto, 36 ciclos de: desnaturalizacion a
96°C por un minuto, hibridacion de los primers a 55°C por un minuto, extensién a

72°C por un minuto y un paso de extension final de 72°C por 10 minutos.

La amplificacion de cada uno de los siete marcadores en todas las cepas fue
verificada mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro

de etidio para su visualizacion.

6.5.2 Purificacion y cuantificacion de los amplicones.
La purificacion de los productos de amplificaciéon por PCR se realizé conforme a

los protocolos de precipitacion de DNA con isopropanol y etanol ya reportados
[44]. Posteriormente se hicieron geles de agarosa al 1% para verificar que dichos
productos no se hubieran perdido en el proceso. La cuantificacion de la
concentracion y pureza de los amplicones se realizd en un espectrofotometro de

microplacas (Epoch de BioTek®).

6.5.3 Secuenciacion de los amplicones.

Los productos de amplificacién previamente purificados y cuantificados fueron
divididos en dos alicuotas al igual que los primers de secuenciacién para cada
marcador. Las alicuotas de los amplicones y sus primers de secuenciacion
correspondientes fueron enviadas a la empresa MACROGEN

(http://www.macrogen.com/eng/) en donde se realizaron las reacciones de

secuenciacion tipo Sanger de terminaciéon de cadena.

6.5.4 Procesamiento y analisis de las secuencias.
Los archivos .abi adquiridos del servicio de secuenciacion se utilizaron para

exportar las secuencias en formato FASTA (.fsta) con ayuda del programa

TraceEdit (http://www.ridom.de/traceedit/) y aquellas provenientes de los primers

reverse (anti-sentido) fueron procesadas para obtener su versidn reverso-
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complementaria. La secuencias completas resultantes fueron alineadas con
aquella del alelo 1 de su marcador correspondiente (obtenida de la base de datos
PubMLST de P. aeruginosa) y recortadas posteriormente para eliminar los
excedentes (secuencias no informativas) utilizando el programa SeaView

(http://doua.prabi.fr/software/seaview). Las secuencias obtenidas fueron entonces

comparadas con las reportadas en la base de datos de MLST

(http://pubmilst.org/perl/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmlst paeruginosa seqdef&page=

sequenceQuery) para identificar los alelos de los siete marcadores de cada cepa.

Las secuencias que no coincidieron con las de alelos registrados fueron
reconocidas como alelos nuevos posterior a la verificacion minuciosa de sus
electroferogramas. Los perfiles alélicos de cada cepa (conjunto de numeros
designados por cada uno de los siete marcadores) fueron utilizados para
determinar los STs correspondientes

(http://pubmilst.org/perl/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmlist paeruginosa seqdef&page=

profiles&scheme id=1).

6.5.5 Analisis de los datos de MLST (frecuencias de alelos y pefiles, eBURST,
indice de asociacién).
Después de la asignacion de los STs a las cepas oftalmicas de estudio, se hizo

una busqueda de aislados con STs idénticos depositados en la base de datos para
explorar informaciéon de importancia epidemiolédgica: origen geografico, habitat
(ambiental o clinico) y cantidad de aislados reportados. Los datos obtenidos del
MLST fueron también analizados con ayuda del programa START2

(http://pubmist.org/software/analysis/start2/) para determinar las frecuencias de los

alelos y STs, el contenido de GC y un estimado de sitios polimérficos. La
formacion de complejos clonales (CCs) entre los aislados oftalmicos y el resto de

los aislados registrados en base de datos se exploré por medio del algoritmo de

agrupamiento y expansion clonal eBURST (htip://eburst.mlist.net/). De igual
manera, el indice de asociacion estandarizado (ISA) se calculé por medio del
programa START2.
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6.6 Relacion de las cepas oftalmicas a partir de las secuencias de MLST.

La construccién del dendrograma con las secuencias concatenadas de los siete
marcadores para cada cepa se realizd con el criterio de maxima verosimilitud
(ML). La aplicacion de dicho criterio se hizo mediante el uso del servidor RAXML

version 7.7.1 (http://embnet.vital-it.ch/raxml-bb/index.php) utilizando una prueba de

bootstrap (1000 réplicas) como procedimiento para evaluar la confianza de las
relaciones filogenéticas inferidas. La misma estrategia fue aplicada para construir

los dendrogramas de los marcadores individuales.

6.7 Prueba de produccién espontanea de fagos.
Las 18 cepas oftalmicas y dos cepas control (39016, liségena y PAO1, no

liségena) fueron inoculadas en medio LB a partir de sus stocks en glicerol y
posteriormente incubadas a 37°C por periodos de 24 y 48 h en ensayos
independientes. Posteriormente, los cultivos de ambos periodos fueron
centrifugados a 10,000 g por 10 min y sus sobrenadantes fueron recuperados vy
filtrados con membranas Millipore de 0.45 um. Para los ensayos de infeccion, se
hicieron  diluciones logaritmicas de los sobrenadantes  obtenidos
(1x1072,1x107*,1x107® y 1x107®) y 5 yl de dichas diluciones fueron goteados sobre
tapices de un grupo de cepas de P. aeruginosa (integrado por cepas
secuenciadas: PAO01, PA14, LESB58, 39016 y cepas de la coleccién del
laboratorio: Fc14, Fc76, Ps9, Ps26, Ps33, Ps53) utilizadas como indicadoras de la
presencia de fagos. Posterior al goteo, los tapices fueron incubados a 37°C por 24
h. La presencia de fagos en los sobrenadantes fue evidenciada por la formacion
de spots de lisis y la presencia de placas liticas en las zonas de goteo. El mismo
procedimiento fue realizado con las cepas indicadoras (a excepcién de LESB5S;
previamente reportada como liségena) pero incluyendo un periodo adicional de 72

h para la recuperacion del sobrenadante.

6.8 Purificacion de las placas liticas y aislamiento de los fagos temperados.
Las placas liticas formadas sobre los tapices de las cepas indicadoras fueron

picadas con palillos estériles y estriadas sobre el diametro de placas con medio
T¢. Subsecuentemente, tapices de las cepas indicadoras correspondientes fueron

colocados en dichas placas y se incubaron a 37°C por 24 h. Las placas formadas
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se seleccionaron nuevamente con palillos y, de ser necesario, fueron separadas
por diferencias en su morfologia. Este paso de purificacion fue repetido tres veces
de manera secuencial para cada una de las distintas placas identificadas en los
sobrenadantes de las cepas oftalmicas. A partir del ultimo pase de purificacion se
seleccionaron ~20 placas liticas aisladas y con la ayuda una pipeta Pasteur fueron
transferidas a un microtubo conteniendo 1 ml de medio SM. Dicho tubo se
mantuvo en agitacion por ~3 h a 4°C para la recuperacién del fago y fue
centrifugado posteriormente a 14,000 g por 10 min para precipitar el debris.
Finalmente, el sobrenadante fue transferido a un nuevo microtubo y el stock

formado fue almacenado a 4°C en oscuridad.

6.9 Titulacion de los stocks fagicos.
Los stocks fagicos fueron diluidos (1x1072,1x107%,1x107® y 1x1078) y 5 ul de cada

dilucion se gotearon consecutivamente sobre tapices de las cepas indicadoras a
partir de las cuales fueron obtenidos dichos stocks. Los titulos se calcularon

utilizando la siguiente formula [45]:

1

No.de placas liticas ) Lo o
( )x(lnverso de la ultima dilucién con placas) = ufp/m~
volumen goteado en ml

Donde: ufp = unidades formadoras de placas

6.10 Induccion de profagos de las cepas oftalmicas mediante tratamiento
con mitomicina C.
Cultivos de siete cepas oftalmicas (PA-Oph-1,-4,-5,-15,-16,-17,-19) y de las dos

cepas control (PAO1 y 39016) fueron incubados a 37°C y 220 rpm hasta el
comienzo de la fase de crecimiento logaritmica (DO 600nm = 0.5). En este punto,
se afiadié a cada cultivo el agente de dafo al DNA, mitomicina C (MMC), en dos
concentraciones (3.0 pyg/ml y 0.5 yg/ml) de manera independiente. Posterior a la
adicién de la MMC, los cultivos se mantuvieron bajo las mismas condiciones de
incubacion y se tomaron muestras cada 30 min que fueron registradas con el
espectrofotometro (DO 600nm) hasta que fuera evidente el decaimiento de los
cultivos a través de la absorbancia. Posteriormente, los lisados fueron
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centrifugados a 10,000 g por 10 min y los sobrenadantes se filtraron con
membranas Millipore de 0.45 ym y se almacenaron a 4 °C en oscuridad. Dichos
sobrenadantes fueron evaluados para presencia de fagos mediante ensayos de
infeccion sobre el set de cepas indicadoras. Se realizaron diluciones de cada
sobrenadante (1x1072,1x1074,1x107® y 1x1078) y 5 ul de cada dilucién fueron
goteados sobre los tapices de las cepas indicadoras que posteriormente fueron
incubados a 37°C por 24 h.
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7) Resultados

7.1 Obtencidn de las cepas oftalmicas, informacién clinica y antibiograma de
los aislados.
Dieciocho cepas clinicas de P. aeruginosa asociadas a casos de queratitis fueron

obtenidas del Instituto de Oftalmologia Fundacion Conde de Valenciana (Figura 1).

Pa-Ophd Pa-Oph135

Pa.Opho

Pa.Oph18

N

Pa-Oph19
Pa-Oph11

Figura 1. Cultivo de las Cepas oftalmicas en medio LB. Las lineas en color negro equivalen a ~5 mm.

Basados en la informacion clinica del total de las cepas, el 44% afecto a usuarios
de lentes de contacto y el 55% causo ulceras corneales en los pacientes (Tabla 1).
Todas las cepas oftalmicas de P. aeruginosa, incluyendo la cepa control 39016,
mostraron practicamente el mismo perfil de susceptibilidad a los antibidticos

evaluados (Tabla 2).
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Género / Padecimiento Coexistencia
Fecha de Origen de la . Usuario
Cepa edad del inmunosupresor o con otra
aislamiento muestra de L.C.
paciente cirugia previa bacteria
Serratia
PA-Oph1 01-02-13 L.C. H/62 A SD v
marcences
PA-Oph4 04-08-12 Corneal M/57 A SD x No
LC.y Queratotomia Burkholderia
PA-Oph5 27-03-13 M/54 A v
Corneal radiada sp.
L.C.y Klebsiella
PA-Oph6 21-02-13 M/17 A SD v
Corneal oxytoca
PA-Oph7 29-04-03 U.C. H/32 A SD v No
Insuficiencia
PA-Oph11 SD Post mortem H/34 A x No
Renal Crénica
PA-Oph13 13-05-13 Conjuntiva M/58 A SD x No
PA-Oph15 10-06-13 U.C. H/21 A SD v No
PA-Oph16 22-07-13 U.C. M/20 A SD v No
PA-Oph17 31-07-13 L.C.y U.C. H SD v No
PA-Oph18 16-08-13 U.C. M/16 A SD v No
PA-Oph19 23-08-13 U.C. M/71 A SD x No
Gotas
PA-Oph20 23-08-13 ] M/71 A SD x No
oftalmicas
PA-Oph21 11-09-13 U.C. H/60 A SD x No
PA-Oph22 02-10-13 Humor vitreo M/81 A SD x No
PA-Oph23 04-10-13 U.C. M/56 A SD x No
PA-Oph24 07-10-13 U.C. H/I74 A SD x No
PA-Oph25 14-10-13 U.C. H/20 A SD x No

Tabla 1. Informacion clinica asociada a las cepas oftalmicas caracterizadas en este trabajo. (L.C.-Lentes

de contacto, U.C.-Ulcera corneal, S.D.-Sin datos)
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Antibiético (CMI pg/mi)

CEP?S Ampicilina / Cefazolina Ceftriaxona Cefepima Meropenem Amikacina Gentamicina Tobramicina Ciprofloxacina | Moxifloxacina | Tigeciclina Nitrofurantoina | Trimetoprima/ | Amoxicilina
oftalmicas | Sulbactam Sulfametoxazol

we ME R(32) 5(2) §(<=1) $(1) S(4) § (<=1) § (<0.25) R(>=8) NE RE=320)  R(=32)
Paophi  NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE
PaOpd  RG=2)  RE=6H) R (16) $ (<=1) §(<=1) $(<=025)  §(<=2) $(<=1) § (<=1) §5(<02)  S(1) R(>=8) R(=512)  R(80) NE
paOgs RG=8) R4 R(16) §(<=1) 5(2) $(<025)  §(<) $(<=1) 8 (<=1) §(<02%)  $(05) R(>=8) RE=512)  R(80) NE
pacpt6  RG) R4 RE=84)  S() 502 $(«025)  §(<2) S(e=t) § (<=1) 5(<02) S R(><8) R(=512)  R(80) NE
PaOp7  REG=32)  R(=84) RE=64)  S() 5(2) $(05) §(<2) S(<=1) §(<=1) S5(<02)  S(1) R(>=8) R(E=512)  R(160) NE
paophtt  NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE NE
paOpnis  RG=2) R84 RE=84)  S(2) 5 $(«=025)  S(<=2) $(<=t) §(<t) 5(<025)  S(1) R(>=8) R(=512)  R(160) NE
Paophts RP=2)  Rp=4 R(16) S(<=t) S (<=1) S(<=025)  S(<=2) S(<=1) S (<=1) (<025  $(05) R(4) R(=512)  R(160) NE
PaOphs  RG=2)  Rp=4) RE=64)  S() S(4) $(05) () $(2) S(<t) 5(<025)  $(2) R (>=8) RE=512)  R(320) NE
PaOphtl  RO=2)  RE=H4) R(16) 5(2) $(<=1) S(<025)  S(<=2) S(<=1) $ (<=1) S(<025)  S(<025)  R(>=B) RE=512)  R(160) NE
paOphs  RG=2)  RE=4) R(32) $(2) S@) S(<=025)  §(<2) $(2) §(<t) $(<02)  S() R (>=8) RE=512)  R(320) NE
paOphis  RG=2)  RE=6H) R(32) 5(2) S(4) $(<=025)  §(<=2) $(2) § (<=1) 5(<02)  S() R(>=8) R(=512)  R(@320) NE
pacpr20  RG=2)  RE=6H) R s(2) @) $(<025)  §(<2) 5(2) §(<t) 5(<02) S R(>=8) RE=512)  R(320) NE
PaOpyt  R(=2)  Rp4 R(16) 5(2) S(<=1) $(<025)  §(<=2) $(<=1) $ (<=1) 5(<02)  S(1) R(>=8) RE=512)  R(80) NE
Pacpiz2  R(<B)  RO=B4) RE=84)  S(<f) S (<) §(<=1) §(<2) S(e=t) §(<t) 5(05) R(=8) R(><8) RE=512)  RE=320)  NE
PaOpiza RG=3) R84 RC=84)  S() @) $(05) §(<2) 8 (<=1) $ («=1) $(<025)  S(1) R(>=8) R(=512)  R(80) NE
PaOph2d  RP=3)  R(=84) R(16) s(2) 52 S(«025)  S(<=2) S(<=1) §(<=t) S(<025)  $(05) R(>=8) R(=512)  R(80) NE
PaOpizs  RE=2)  RE=84) R(16) S 52 $(<=025)  S(<=2) §(<=t) S (<=1) 5(<02) S R(>=8) R(=512)  R(80) NE

Tabla 2. Antibiogramas de las cepas oftalmicas. Los pardmetros del AES (sistema experto avanzado) usados para la interpretacion de los fenotipos: Sensible (S) o Resistente (R)a los antibidticos y los valores de CMI,

estan sustentados por el CLSI. (<= menor o igual que, >= mayor o igual que, NE-no evaluado, ).
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7.2 Caracterizaciéon bioquimica de las cepas oftalmicas mediante crecimiento
en los medios especificos: Pseudomonas agar F, Pseudomonas agar P y
Pseudomonas isolation agar.

Para constatar algunas de las caracteristicas particulares del género
Pseudomonas y la especie aeruginosa, los aislados oftalmicos se cultivaron en
medios especificos. La mayoria de las cepas oftalmicas, incluyendo a 39016
(control positivo: C+), produjeron grandes cantidades de fluoresceina en el medio
Pseudomonas agar F, con excepcién de la cepa 14 y Escherichia coli DH5a
(control negativo: C-) que no produjeron dicho pigmento (Figura 2). En contraste,
la mayoria de los cultivos mostraron una baja o nula produccion de piocianina en
el medio Pseudomonas agar P, siendo las cepas PA-Oph6, PA-Oph18, PA-Oph20
y 39016 las que produjeron una mayor cantidad del fluoréforo (Figura 3). En el
caso del medio Pseudomonas isolation agar, unicamente la cepa 14 y DH5a no
crecieron (Figura 4). Debido a que este medio es selectivo para el crecimiento de
Pseudomonas, la cepa 14 que probablemente no era P. aeruginosa fue descartada

para el estudio.

Figura 2. Cultivo de las cepas oftalmicas en medio Pseudomonas agar F expuestos a luz UV.
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Figura 4. Cultivo de las Cepas oftalmicas en medio Pseudomonas isolation agar.

7.3 Extraccion y cuantificacion del DNA genémico.
Cada una de las cepas oftadlmicas fue sometida a extraccion de DNA gendmico

que es requerido para la amplificacion de los marcadores de MLST por PCR. El
DNA gendmico extraido (Figura 5) oscilé en un rango de 1.9 a 2 en la relacién de
pureza 260/280, considerandose optima, mientras que la concentracion varié de
210 a 687 ng/ul (Anexos. Tabla S1).
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa de la extraccion del DNA genémico de las 18 cepas

oftalmicas y la cepa control (39016).

7.4 Amplificacién de los marcadores de MLST.
Los siete marcadores (acsA, aroE, guaA, mutL, nuoD, ppsA y trpE) se amplificaron

en la mayoria de las cepas probadas usando las concentraciones y condiciones de
amplificacion estandar (ver Materiales y métodos). En los casos donde los
marcadores no pudieron ser amplificados o lo hicieron en baja concentracion
(Anexos. Figura S1), fueron necesarias algunas modificaciones para obtener el
producto de amplificacion deseado. Dichas modificaciones consistieron en:
aumentar la concentracion de DNA gendmico en las reacciones de amplificacion,
usar como molde los productos de amplificacion con baja concentracién obtenidos
de intentos previos o cambiar la temperatura de hibridaciéon de los primers

(Anexos. Figura S2).

7.5 Purificacion de los amplicones.
Los amplicones de los siete marcadores en las 18 cepas oftalmicas y las 2 cepas

control se lograron purificar sin perder dichas muestras en el proceso (Figura 6).
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Figura 6. Purificacion de los amplicones de los siete marcadores en las 18 cepas oftalmicas y en las
cepas control 39016 y PAO1 de P. aeruginosa. La cepa y el marcador del cual fue purificado el amplicon se

indican en la parte superior de cada carril en el gel de agarosa.

7.6 Identificacién de los alelos y ST de las cepas oftalmicas.

La totalidad de los amplicones fue secuenciada mediante la tecnologia tipo Sanger
en la empresa Macrogen. Los resultados obtenidos del servicio de secuenciacion
fueron procesados (se alinearon y recortaron, ver Materiales y métodos) previo a
la identificacion del tipo de alelo y ST a través de la base de datos de MLST de P.
aeruginosa (Tabla 3). El proceso de identificacion evidencid la presencia de cuatro
alelos nuevos, correspondientes a los marcadores mutL, nuoD, ppsA y trpE en las
cepas PA-Oph23, PA-Oph5, PA-Oph7 y PA-Oph23, respectivamente (Tabla 3). En
consecuencia, estas ultimas cepas mantienen STs no asignados debido a que es
necesario hacer el registro de los alelos nuevos en la base de datos. De forma
similar, el ST de otras 5 cepas no pudo ser definido debido a que no hay registros
previos para su combinaciéon particular de alelos, por lo cual también pueden
considerarse nuevos STs (Tabla 3). Adicionalmente, se lograron identificar 10 STs,

8 correspondientes a las cepas oftalmicas y 2 a las cepas control. En 3 de las
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cepas (PA-Oph7, PA-Oph17 y PA-Oph19) el esquema quedd6 incompleto ya que
no se obtuvo la secuencia del marcador nuoD (Tabla 3). Esto podria deberse a la
existencia de mas de una secuencia complementaria al disefio de los primers, ya
que en dos ocasiones se obtuvieron productos de amplificaciéon no especificos al

marcador en cuestion.

PAO1

39016
Pa-Oph1
Pa-Oph4
Pa-Oph5
Pa-Oph6
Pa-Oph7

Pa-Oph11
Pa-Oph13
Pa-Oph15
Pa-Oph16
Pa-Oph17
Pa-Oph18
Pa-Oph19
Pa-Oph20
Pa-Oph21
Pa-Oph22
Pa-Oph23
Pa-Oph24

Pa-Oph25

549

235

252

58

N-ST

N-A

N-ST

12

308

26

S-S

40

E-l

235

36

37

N-ST

12

68

1416

N-ST

23

11

S-S

E-l

44

15

N-ST

17

19

S-S

E-l

47

313

1

84

11

649

12

549

15

23

11

N-A

N-ST

17

172

N-ST

15

363

Tabla 3. Alelos y STs identificados en las cepas de P. aeruginosa oftalmicas y control (N-A=Nuevo

Alelo, N-ST= Nuevo ST, S-S=Sin Secuencia, E-I=Esquema Incompleto).

7.7 Analisis de los datos de MLST.

La exploracion de los datos epidemioldgicos relacionados a los STs identificados
en nuestros aislados revel6 3 casos particularmente interesantes. EI ST 235 al que
pertenece nuestra cepa PA-Oph11 y la cepa 39016 registra otros 63 aislados de

paises de los 5 continentes y de habitats muy diversos. El ST 252, identificado en
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la cepa PA-Oph1, incluye otros 13 aislados que se asociaron al habitat acuatico y
fueron reportados principalmente en Australia y Francia. Por ultimo, el ST 308,
identificado en nuestra cepa PA-Oph6, registra otros 10 aislados que en su
mayoria se reportaron en Australia y se asociaron a los pulmones. Las cepas
oftalmicas restantes presentaron STs relacionados, pero no idénticos, a los
reportados en la base de datos, i.e. compartieron 6 de los 7 loci 0 menos.
Respecto a la frecuencia de los alelos, el analisis de datos permitio identificar una
prevalencia del alelo 3 de mutL y del alelo 5 de aroE entre los aislados (Anexo
Tabla S2). Debido a que todos los perfiles alélicos identificados fueron diferentes,
su frecuencia de aparicion fue equitativa (5.6%). El algoritmo eBURST de
expansion clonal [46], utilizado para analizar los perfiles alélicos del grupo
oftalmico, no evidencio la formacién de algun grupo clonal al evaluar unicamente
este conjunto de datos. Esto se debe a que ninguno de los aislados oftalmicos
compartio en comun 4 alelos o mas. Al incluir en dicho analisis el resto de los
perfiles alélicos depositados en la base de datos, se lograron identificar 287
complejos clonales a los cuales se integraron la mayoria de los aislados oftalmicos
de manera independiente. De estos grupos, solo 3 fueron considerados como
representativos debido a que incluyeron mas de 10 STs relacionados (Figura 7).
Tales grupos correspondieron a los CCs 235, 252 y 308 que incluyeron 37, 15y 11
STs relacionados, respectivamente (Figura 7). Los aislados oftalmicos que

permanecieron sin agruparse corresponden a PA-Oph15, PA-Oph21 y PA-Oph23.

Dada la poca agrupacién observada entre STs de nuestros aislados oftalmicos
respecto a los reportados en bases de datos, decidimos calcular el indice de
asociacion estandarizado (I3) que representa una prueba de recombinacion
(independiente del tamafio de la muestra) y medida del equilibrio de ligamiento
(relacién al azar entre los loci) [47]. Segun lo reportado, en un grupo clonal se
esperaria un valor significativamente diferente de cero que indicaria una relacion
no al azar entre los loci analizados (desequilibrio de ligamiento). El I3 obtenido
sobre la coleccién oftalmica (que incluye a las cepas con alelos nulos en nuoD:
PA-Oph7, PA-Oph17 y PA-Oph19) fue de 0.045 (p = 0.03) e indica ligero
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desequilibrio de ligamiento. Este valor fue comparable con el 0.043 (p < 0.001)
obtenido al integrar al analisis los 1931 perfiles alélicos existentes en base de
datos al momento de realizar el estudio. Al descartar las 3 cepas con alelos nulos,
se obtuvo un valor de I} ligeramente mayor al calculado originalmente: 0.061
(p=0.01), no obstante, dicho valor sigue siendo similar al reportado en otra
coleccion de P. aeruginosa (I3 de 0.07) donde se considerd que la recombinacion

tiene un papel clave en la distribucion de los alelos [47].

Figura 7. Complejos Clonales (CCs) independientes determinados por eBURST y que incluyen STs
encontrados en 3 cepas oftalmicas. A. CC con el ST fundador 235 encontrado en la cepa oftalmica PA-
Oph11. B. CC con el ST fundador 252 encontrado en la cepa oftalmica PA-Oph1. C. CC con el ST fundador
308 encontrado en la cepa oftalmica PA-Oph6. Los genotipos fundadores de los 3 CCs se muestran como un
punto azul en el centro de los diagramas. Los STs alrededor del genotipo fundador corresponden a los que
podrian haber divergido a partir de éste. La proximidad entre los diagramas no refleja la relacion filogenética
entre los STs de los 3 CCs.

7.8 Relacion de las cepas oftalmicas a partir de las secuencias de MLST.

El dendrograma que representa la asociacion entre las cepas oftalmicas y que fue
construido a partir de las secuencias concatenadas de MLST, revel6 la formacion
de 2 grupos principales. Uno de ellos muestra la asociacion entre las cepas PA-
Oph22, PA-Oph13, PA-Oph24, PA-Oph25 y la cepa control PAO1 mientras que el
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otro evidencié una relacién entre las cepas PA-Oph11, PA-Oph20, PA-Oph6, PA-
Oph5 y la cepa control 39016 (Figura 8). En general, la topologia de los arboles
construidos con las secuencias de los marcadores individuales no fue congruente
con la agrupacion observada a partir del analisis de las secuencias concatenadas

(Anexos. Figura S3).

PA-Oph20

39016
q_’,—{ 100
PA-Oph11

77

PA-Oph6
S
PA-Oph5
PA-Oph23
1
PA-Oph16

— l5e PA-Oph15
PA-Oph1
98
PA-Oph4
PA-Oph24
70 58 A‘L P
PA-Oph25
7 63 PA-Oph22
L e —{100 P
5 |PAOT
PA-Oph13
PA-Oph21

PA-Oph18

o003
Figura 8. Dendrograma de las cepas oftalmicas construido por Maxima verosimilitud a partir de las
secuencias concatenadas de MLST. Los principales grupos observados se ubican alrededor de 39016 y

PAO1 y pueden ser identificados en color azul y verde respectivamente.

7.9 Pruebas de producciéon espontanea de fagos en las cepas indicadoras y
oftalmicas.
Las cepas seleccionadas como indicadoras (ver Materiales y métodos) fueron las

primeras en ser sometidas a pruebas de produccién espontanea para conocer
cuales de ellas eran liségenas y asi anticipar una posible mezcla de fagos en caso
de que las cepas oftalmicas los produjeran. No obstante, la Unica cepa que mostro
ser liségena en nuestros ensayos correspondié a Fc14, al producir fago con ligera
variacion de titulo en los periodos de incubacién considerados (24, 48 y 72 horas)
(Anexos. Figura S5). Por su parte, la mayoria de los sobrenadantes de las cepas

oftalmicas (incluyendo la cepa control 39016) obtenidos de alguno de los 2
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periodos de incubacién (24 y 48 h), produjeron placas liticas sobre alguna(s)
cepa(s) indicadora(s) (Tabla 4). Los sobrenadantes provenientes de las cepas PA-
Oph5, PA-Oph16, PA-Oph17, PA-Oph19 y PA-Oph23 fueron los unicos que no

produjeron placas liticas en ninguno de los 2 horarios evaluados (Tabla 4).

En cuanto a los periodos de recuperacion de los sobrenadantes, aquellos
obtenidos a las 48 h fueron los mas eficientes para la obtencion de fagos de las
cepas oftalmicas, ya que en algunos casos las placas liticas fueron evidenciadas
exclusivamente a partir de los sobrenadantes de este periodo. Este fue el caso de
las cepas PA-Oph4, PA-Oph13, PA-Oph15, PA-Oph21 y PA-Oph22. Basados en
los ensayos realizados, el 72% de las cepas oftalmicas (13 de 18) mostrd
evidencia de ser lisdgena, siendo la cepa indicadora Fc76 la mas susceptible. En
total, 31 fagos fueron obtenidos a partir las 18 cepas oftalmicas y la cepa 39016,
aunque aun no se han realizado pruebas apropiadas para determinar cuantos de

ellos corresponden a fagos distintos.

7.10 Induccién de profagos con mitomicina C en las cepas oftalmicas.
El agente mitomicina C (MMC) fue utilizado en ensayos de induccién con el

objetivo de identificar profagos asociados a las cepas oftalmicas. Los tratamientos
con MMC [3.0 ug/ml] realizados en algunas de las cepas oftalmicas, causaron la
lisis de los cultivos, lo cual fue evidenciado por el decaimiento de las curvas de
crecimiento correspondientes (Anexos. Figura S3). No obstante, la mayoria de
estos lisados no evidenciaron la presencia de fagos con la excepcion de los
lisados de las cepas PA-Oph1y 39016 que si formaron placas liticas sobre tapices
de cepas indicadoras. Las cepas PA-Oph4 y PA-Oph15, sometidas a este
tratamiento, ya habian demostrado ser lisbgenas en ensayos previos de
produccion espontanea de fagos, sugiriendo que el tratamiento de MMC a [3.0
Mg/ml] es suficientemente toxico para matar a dichas cepas antes de la induccion
de sus profagos (Anexos. Figura S4). Considerando esta posibilidad y el hecho de
que los fagos obtenidos mediante tratamientos con MMC eran escasos y con el
mismo perfil de infeccion que los obtenidos en los ensayos de produccion
espontanea (aunque con un titulo ligeramente mayor en las cepas PA-Oph1 y
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39016: Anexos. Tabla S2), se optd por evidenciar y aislar los fagos de las cepas
oftalmicas unicamente a partir de las pruebas de produccion espontanea (Tabla 4)
(informacion complementaria sobre los tratamientos de induccion con MMC:

Anexos. Figura S3).

Ps53 Ps33 Ps26 Ps9 LESB58 39016 Fc76 Fcl4 PAl4 PAO1
PA-Ophl ++
|
PA-Oph5
PA-Oph6 ++ + ++ ++
PA-Oph7 ++
PA-Oph11 ++ ++ ++
:
PA-Oph15 +
PA-Oph16
PA-Oph17
PA-Oph18 ++ ++ +
PA-Oph19
PA-Oph20 ++
PA-Oph21 +
: +
PA-Oph23
PA-Oph24 + + ++ + +
PA-Oph25 + ++ ++ +
++ ++ ++ ++

Tabla 4. Matriz de infeccion con los fagos de las cepas oftalmicas y de 39016 obtenidos de los
sobrenadantes de 2 periodos (24 y 48 h). Las celdas de la primera columna corresponden a los
sobrenadantes de las cepas evaluadas y sus colores indican: verde, infeccion (formacion de placas liticas);
rojo, sin infeccion observada sobre el conjunto de cepas indicadoras evaluado (indicado en la primera fila). El
signo “+” refleja la formacién de placas liticas utilizando el sobrenadante obtenido de 24 h; el mismo simbolo

en color negro “+” indica la formacion de placas liticas a partir del sobrenadante de 48 h.

7.11 Morfologia de placa litica y titulos de los stocks de los fagos aislados a
partir de las cepas oftalmicas.
Los fagos obtenidos a partir de las cepas oftalmicas mostraron una gran

diversidad de morfologias de placa (Figura 9). Por otra parte, la mayoria de los
stocks preparados para respaldar los fagos aislados (ver Materiales y métodos)
alcanzaron titulos de 10™ e incluso algunos de 10" UFP/ml”, lo cual podria
reflejar una alta eficiencia de infeccion de estos fagos sobre las cepas usadas
como indicadoras (Tabla 5).
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Figura 9. Morfologia de placa litica de los fagos obtenidos a partir de las cepas oftalmicas. La figura
muestra las placas liticas producidas por los sobrenadantes de las cepas oftalmicas sobre tapices de cepas
indicadoras. Los numeros en la figura indican cada uno de los fagos aislados; correspondiendo al
sobrenadante del cual fueron obtenidos y la cepa indicadora sobre la cual fueron propagados como se
describe a continuacion: 1. PA-Oph1 sobre Fc76, 2. PA-Oph4 sobre Fc76, 3. PA-Oph7 sobre Fc76, 4. PA-
Oph13 sobre Fc76, 5. PA-Oph15 sobre Fc76, 6. PA-Oph20 sobre Fc76, 7. PA-Oph21 sobre Fc76, 8. PA-
Oph22 sobre Fc76, 9. PA-Oph22 sobre PAO1, 10. PA-Oph11 sobre Fc76, 11. PA-Oph11 sobre PAO1, 12. PA-
Oph11 sobre Ps33, 13. PA-Oph18 sobre Fc76, 14. PA-Oph18 sobre PAO1, 15. PA-Oph18 sobre Ps33, 16. PA-
Oph6 sobre Fc76, 17. PA-Oph6 sobre PAO1, 18. PA-Oph7 sobre Ps33, 19. PA-Oph6 sobre Ps9, 20. PA-
Oph25 sobre Fc76, 21. PA-Oph25 sobre Ps33, 22. PA-Oph25 sobre Ps26, 23. PA-Oph25 sobre Fc14, 24. PA-
Oph24 sobre en Fc76, 25. PA-Oph7 sobre PAO1, 26. PA-Oph24 sobre Ps33, 27. PA-Oph24 sobre PA14, 28.
PA-Oph24 sobre Ps53, 29. 39016 sobre Fc76, 30. 39016 sobre PA14, 31. 39016 sobre Ps53.

Titulo Cepas Indicadoras utilizadas para la obtencion de los stocks
UFP(ml)
Cepa Fc76 PAO1 Ps33 PA14 Ps53 Ps26 Ps9 Fc14

PA-OPH1 2.2x10°

PA-OPH4 1.2x10°

PA-OPH7 | 1.1x10

PA-OPH13 | 6x10°

PA-OPH15 2x10"°

PA-OPH20 3.6x10°

PA-OPH21 2x10%°

PA-OPH22 | 2.2x10"™ | 1.5x10"

PA-OPH11 1x10™ 2x10" 2x10"
PA-OPH18 | 1.8x10" 2x10" 1x10™
PA-OPH6 9.8x10° 6.2x10° 9x10° 7.2x10°
PA-OPH25 8x10"° 6x10"° 1.8x10" 2x10"°
PA-OPH24 1.8x10° 2.4x10" 8x10%° 2x10%° 2x10"°

39016 6x10"° 1.5x10% 2.2x10°

Tabla 5. Titulos de los stocks generados en este trabajo a partir de los fagos aislados de las cepas
oftalmicas.
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8) Discusion

Los estudios realizados en los ultimos afios sobre diversas poblaciones de P.
aeruginosa (particularmente las asociadas a nichos clinicos) han sugerido que su
estructura poblacional es epidémica, es decir, un grado intermedio entre una
poblacion panmictica y una clonal [22]. En consecuencia, se cree que dicha
poblacion es predominantemente sexual aunque alberga algunas cepas
cercanamente relacionadas o complejos clonales (CCs) de gran éxito [20, 21, 26,
40]. En algunos de estos estudios también se ha sugerido la posibilidad de que la
queratitis provocada por P. aeruginosa sea causada por alguno de los CCs
existentes. Para explorar dicha cuestion, en nuestro estudio analizamos por MLST
un grupo de aislados exclusivamente oftalmicos. Nuestros resultados indicaron
que las 18 cepas caracterizadas tuvieron perfiles alélicos diferentes aunque
presentaron una prevalencia de los alelos mutL-3 y aroE-5. El analisis de dichos
perfiles alélicos con eBURST no evidencio la formacion de algun CC vy al incluir el
resto de genotipos multilocus reportados en la base de datos, solo 3 de las cepas
oftalmicas se agruparon con CCs representativos (Figura 7). Una situacion similar
fue reportada por Yamaguchi y colaboradores en 2014 para otra coleccién de
aislados oftalmicos [42]. El valor de I; de 0.045 obtenido sobre el conjunto
oftalmico caracterizado en este trabajo apoya la relacion no clonal entre los
aislados, ya que un valor cercano a 0, indica poco o nulo desequilibrio de
ligamiento y en consecuencia una débil asociacion entre los loci analizados. Esta
evidencia se suma a la poca congruencia observada en la topologia de los arboles
realizados con las secuencias de los marcadores independientes (Anexos. Figura
S3). No obstante, cabe resaltar que algunas consistencias de agrupacion fueron
perceptibles entre los arboles de algunos marcadores y el arbol construido con el
concatenado de los mismos. Este fue el caso de los marcadores aroE y trpE en
donde se evidencio la agrupacion entre las cepas PAO1, PA-Oph22, PA-Oph13,
PA-Oph25 y PA-Oph24, y las cepas 39016, PA-Oph5, PA-Oph6, PA-Oph11 y PA-
Oph20. Tales resultados sugieren que la recombinacion en los loci analizados es
desproporcional, ya que algunos sostienen una relacion cercana entre ciertos

aislados y otros, por el contrario, los distancian. De manera interesante, el valor
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del I3 obtenido con el andlisis de nuestro grupo de aislados oftalmicos (0.045) fue
similar al calculado considerando todos los perfiles alélicos reportados en la base
de datos (0.043). Aunque estamos conscientes de que la cantidad de cepas de
nuestro grupo de estudio dista de ser una muestra representativa de la poblacion
de P. aeruginosa causante de queratitis, resulta muy probable que los perfiles
alélicos reportados hasta ahora tampoco representen una muestra cercana a la
existente en la naturaleza. No obstante, creemos que dicho valor de I3 es
indicativo de que nuestro grupo oftalmico no presenta un mismo origen clinico a
pesar del sesgo de muestreo (todas las cepas provienen de un mismo hospital y
tiempo de aislamiento reciente), por lo cual descartamos que un linaje clonal se

haya transmitido entre los pacientes de los cuales provienen los aislados.

Estos resultados difieren de lo sugerido previamente por Lomholt y colaboradores
en 2001 respecto a que un linaje clonal de P. aeruginosa es particularmente
patogénico del ojo [20]. En dicho estudio los autores reportan una agrupacién
considerable de aislados de queratitis en unos cuantos tipos electroforéticos
mediante caracterizacion por MLEE. No obstante, debido a que la técnica utilizada
no tiene el poder resolutivo suficiente para discriminar si los patrones de migracion
electroforética idénticos son producto de genes también idénticos, resulta probable
que la variabilidad de los genes codificantes de las enzimas analizadas pudiera
haber pasado desapercibida sugiriendo un linaje clonal falso. Unos afios mas
tarde Winstanley y colaboradores (2005), en concordancia con nuestros
resultados, reportaron la ausencia de pruebas para identificar un clon comun en
una coleccién de aislados asociados exclusivamente a queratitis ulcerativa y que
fueron caracterizados mediante AFLPs [41]. Sin embargo, los autores de este
estudio coincidieron con Lomholt y colaboradores [20] en que la presencia del gen
exoU (exoU+), ademas de la actividad twitching, se encuentran en un alto
porcentaje de los aislados oftalmicos (59 y 98% respectivamente). Por su parte,
Choy y colaboradores reportaron en 2008 que el genotipo exoU+ se encontraba
asociado particularmente a cepas de queratitis relacionadas a lentes de contacto

(queratitis-LC) [48]. Recientemente, Yamaguchi y colaboradores (2014)
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identificaron una proporcion de genotipos (mutuamente excluyentes) exoS+ vy
exoU+ de 56.5% y 34.8%, respectivamente, entre diversos aislados de queratitis.
No obstante, reafirmaron que la proporciéon de exoU+ era mayor entre las cepas
de queratitis-LC. Al analizar los datos que obtuvieron por MLST, dichos aislados
exoU+ de queratitis-LC se agruparon en un arbol filogenético en contraste a los
aislados exoS+ sin asociacién a LC que permanecieron sin ser agrupados [42]. En
consecuencia, los autores del estudio sugirieron que el genotipo exoU+ podria
estar asociado con los aislados de queratitis-LC y que el origen de dichos aislados
podria ser distinto al de aquellos no relacionados a LC. Este origen podria ser una
fuente de agua ambiental y los aislados tendrian la capacidad de sobrevivir a los
desinfectantes de LC, en parte debido a la expresibn de exoU, para
posteriormente causar queratitis [49, 50]. Considerando estos antecedentes, seria
importante determinar si los aislados oftalmicos caracterizados en este trabajo
presentan el genotipo exoU+. Dado que la relacion entre el genotipo exoU+ vy los
casos de queratitis ulcerativa ha sido reportada previamente [12, 41],
esperabamos identificar una relacion estrecha entre nuestros aislados causantes

de queratitis ulcerativa, sin embargo, esto no ocurrio.

En el mismo sentido, Stewart y colaboradores (2011) identificaron algunos
marcadores particulares de una subpoblacion de P. aeruginosa asociada con
queratitis mientras caracterizaban sus aislados con un sistema de genotipificacion
clondiag AT. Estos marcadores incluyeron los genes exoU y katN, el alelo oriC1,
una version distintiva de pilA y el acarreo de islas gendmicas comunes que
sugieren que dicha subpoblacién esta particularmente capacitada para causar
infecciones corneales y por lo tanto es mas probable encontrarla entre aislados de
queratitis [40]. Mediante la secuenciacion gendmica de la cepa oftalmica 39016,
correspondiente al aislado mas representativo de la coleccion de Stewart y
colaboradores (2011), se evidencio la presencia varias islas gendmicas y profagos
de diferentes tipos. De manera interesante, nosotros identificamos que la cepa PA-
Oph11 de nuestro grupo de aislados tiene un ST idéntico al de la cepa 39016 por

lo cual ambas se incluyen dentro del mismo CC (235). Adicionalmente, resaltamos
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que otros 63 aislados reportados en la base de datos presentaron el mismo ST y
fueron asociados a diversas infecciones (en sangre, bronquios, tracto urinario y
tejido suave) y cuerpos de agua, en paises como Rusia, Francia, China, Nigeria,
Australia y Brasil. En consecuencia, es claro que dicho CC emergente (reportado
en los ultimos 12 afios) no es selectivo para un habitat especifico y resulta de vital
importancia estudiarlo ya que actualmente es el segundo en incluir mas STs

asociados en la base de datos PubMLST.

Hasta ahora, son pocos los factores de virulencia que parecen estar claramente
asociados a los aislados de queratitis. Estos incluyen los pili tipo 1V,
indispensables para la adhesion y adecuada motilidad twitching, y el gen exoU,
requerido para agravar rapidamente la enfermedad. En este ultimo caso, la
presencia y expresion del gen suele ser suficiente para considerar a las cepas
como citotoxicas o virulentas [12, 51-53]. Una estrategia alternativa para identificar
factores de virulencia asociados a este tipo de infeccidbn podria consistir en
estudiar el componente accesorio que distingue a los aislados de queratitis de otro
tipo de cepas. Dicha estrategia contrasta con el enfoque utilizado hasta ahora de
analizar la variabilidad y asociacion de las cepas a partir de la informacién que

reside en los genes del core gendmico mediante métodos como el MLST.

La estrategia de exploracion del componente gendmico accesorio fue abordada en
este trabajo al estudiar la asociacion entre las cepas clinicas de queratitis y la
presencia de profagos en las mismas. Dichos profagos suelen representar un
componente significativo del genoma accesorio y se ha reportado que pueden
codificar factores de virulencia en P. aeruginosa [30-32]. Nuestros resultados de
los ensayos de produccion espontanea e induccion de profagos con mitomicina C
revelaron que la mayoria de los aislados oftdlmicos se encuentran asociados a
profagos (13 de 18 cepas), como ha sido reportado para la cepa 39016 [40]. El
hecho de que el perfil de infeccién de los fagos aislados fuera similar o idéntico en
algunos casos, podria sugerir que varios de los fagos albergados son del mismo
tipo y podrian estar asociados de forma especifica a esta clase de cepas.
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Experimentos de caracterizacion adicionales seran necesarios para dilucidar la
identidad de los fagos aislados e inferir si estos podrian contribuir a la virulencia de
las cepas oftalmicas como ha sido sugerido para cepas de P. aeruginosa

asociadas a otras enfermedades [37].

Ademas de su posible contribucion al fenotipo virulento de las bacterias, se ha
sugerido que los fagos tienen un papel destacado como transductores dentro las
comunidades de P. aeruginosa e incluso podrian ser responsables de la mayor
parte de la transferencia horizontal que promueve la variabilidad genética y
diversificacion de las cepas [54, 55]. De esta manera, considerando las ventajas
reportadas y sugeridas sobre la asociacion exitosa entre los fagos temperados y
sus hospederos, es posible explicar el alto numero de cepas oftalmicas que

identificamos como liségenas en el presente trabajo.

Otro tipo de genes que pueden conferir ventajas selectivas a las bacterias y suelen
formar parte del genoma accesorio son aquellos que confieren resistencia a
determinados antibidticos utilizados en la practica terapéutica. En nuestra
coleccion de aislados oftalmicos de P. aeruginosa identificamos perfiles de
susceptibilidad a un grupo de antibiéticos que fueron practicamente idénticos a los
de la cepa 39016 (Tabla 2). Dicho perfil consistid en resistencia de alto nivel frente
a los betalactamicos (cefazolina, ceftriaxona y ampicilina con sulbactam),
tigeciclina, nitrofurantoina y trimetoprima con sulfametoxazol, y sensibilidad a
cefepina, imipenem, meropenem y a bajas concentraciones de aminoglicésidos y
fluoroquinolonas. En general, los valores de CMI detectados en esta coleccién de
aislados de queratitis fueron similares a los reportados como altos en otras
colecciones de aislados de queratitis de P. aeruginosa [56, 57], incluyendo a la
cepa 39016 [40].

Al integrar y analizar los resultados provenientes de la caracterizaciéon de los
aislados oftalmicos por MLST y por aislamiento de sus fagos temperados

identificamos discrepancias interesantes entre la informacion obtenida del genoma
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core y el accesorio. Uno de estos casos es representado por las cepas PA-Oph11
y 39016 que comparten el mismo ST aunque sus fagos temperados asociados
presentan perfiles de infeccion distintos y en consecuencia podrian representar
tipos diferentes. Otro caso similar ocurre con las cepas PA-Oph22 y PAO1, ya que
la primera demostro ser lisdgena en nuestros experimentos mientras que la cepa

PAO1 no posee profagos inducibles segun lo reportado hasta ahora.

Durante los ensayos de aislamiento de bacteriéfagos notamos que las cepas
LESB58 y 39016, reportadas anteriormente como poli-liségenas [37, 40], fueron
inmunes a la superinfeccion por los fagos aislados de nuestro grupo de cepas
oftalmicas. Este resultado podria sugerir que los fagos aislados de nuestras cepas
oftalmicas pertenecen al mismo tipo que aquellos albergados por LES58 y 39016 o
que dichas cepas cuentan con mecanismos de defensa como el sistema CRISPR
0 genes de exclusién codificados por sus profagos que les permitan ser
resistentes a la infeccion. En contraste, la cepa indicadora Fc76 fue la mas
sensible a la infeccion por nuestros fagos aislados, lo cual podria ser explicado por
la carencia de profagos en su genoma, lo cual es apoyado por nuestros
experimentos de induccion en donde no mostré ser una cepa lisdbgena o por la

presencia de profagos que no sean homoinmunes a los aislados en este trabajo.

En cuanto a los periodos de induccion utilizados para el aislamiento de nuestros
bacteriéfagos, pudimos identificar casos donde se presentaron diferencias claras
en la obtencion de fagos entre los periodos de 24 y 48 h. En algunos de estos
casos (cepas PA-Oph-4,-13,-15,-21 y -22, Tabla 3) los fagos solo pudieron ser
obtenidos de los sobrenadantes de 48 h de incubacion. Estos resultados
concuerdan con un reporte previo que indica que la induccién de profagos en
cepas de P. aeruginosa puede ser promovida prolongando la inanicién al incubar
los cultivos por mas de 24 h [58]. En tales casos resulta probable que, ademas de
la inanicion, la acumulacién de alguna molécula téxica en el medio sea la
responsable de la induccion. En contraste, observamos casos donde los cultivos

con 24 h de incubacion o menos, presentaron un titulo mayor al de sus analogos
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de 48 h. Hasta ahora no ha sido reportada una descripcion sobre la dinamica de la
induccion en los diferentes tiempos de un cultivo. Sin embargo, los patrones
observados en nuestro trabajo dan pistas sobre algun tipo de regulacidén temporal

en la induccion de estos bacteriofagos.
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9) Conclusiones

Un grupo de 18 cepas oftalmicas de P. aeruginosa asociadas a pacientes
con queratitis fue caracterizado por MLST y por presencia de bacteriofagos

temperados asociados.

El analisis de los resultados de MLST evidencié 7 ST y 4 alelos nuevos,
ademas de evidencia nula de una relacion clonal entre este grupo de

aislados o la asociaciéon de un CC particular con esta patologia oftalmica.

Respecto a su asociacion con fagos inducibles, 13 de las 18 cepas
oftalmicas (72%) mostro ser lisdbgena. Los 28 fagos aislados a partir estas
cepas mostraron un perfil de infeccion similar aunque sus morfologias de

placa litica fueron muy diversas.
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10) Perspectivas

Para complementar los resultados obtenidos en este trabajo se pretende:

Caracterizar los fagos aislados de las cepas oftalmicas mediante ensayos

de rango de hospedero y RFLPs para determinar su identidad.

Amplificar por PCR regiones gendmicas especificas de fagos Mu-like para

identificar cuales de los fagos aislados pertenecen a este tipo.

Secuenciar los fagos de interés que incluyen aquellos que no hayan sido

reportados previamente.

Explorar por amplificacién por PCR y secuenciacion la presencia del gen

exoU y la version del alelo pilA en las cepas oftalmicas.

Ampliar la coleccién de aislados oftalmicos para realizar un estudio mas

robusto.
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11) Anexos

Cepa Oftalmica Concentracion de DNA (ng/ul) 260/280
PA-Oph-1 2451 1.97
PA-Oph-4 356.2 1.97
PA-Oph-5 507.2 2.04
PA-Oph-6 625.8 2.08
PA-Oph-7 3224 1.93
PA-Oph-11 651 2.05
PA-Oph-13 439.7 203
PA-Oph-15 2106 2
PA-Oph-16 351.5 206
PA-Oph-17 3229 1.97
PA-Oph-18 375 2.04
PA-Oph-19 388.5 2.02
PA-Oph-20 651.5 2.06
PA-Oph-21 3134 204
PA-Oph-22 548.6 2.04
PA-Oph-23 457.1 2
PA-Oph-24 350.1 202
PA-Oph-25 389.7 2.03
39016 216.6 1.94
PAO1 687 211

Tabla S1. Valores de concentracion y pureza 260/280 obtenidos de las extracciones de DNA genémico

de las cepas oftalmicas y control (PAO1 y 39016).
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Figura S1. Amplificacion de los marcadores (acsA, aroE, guaA, mutL, nuoD, ppsA y trpE) en las cepas

oftalmicas y control (la cepa y el marcador se ubican en la parte superior de los carriles en cada gel, los

colores corresponden: negro-amplificacion del marcador, azul- amplificacion del marcador en baja

concentracion y rojo- no amplificacion del marcador).
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1,000 bp

500 bp

Figura S2. Amplificacion de los marcadores que habian presentado problemas (lo habian hecho en

baja concentraciéon o no habian amplificado) en algunas de las cepas oftalmicas.
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Allele acs aro gua mut nuo PPS trp
- - 3 1 4 1 1

- 1 - - 1 1 -

- - 3 7 1 - -

- 2 1 - 3 2 1

2 7 2 2 - - -

3 - - 2 - 2 -

1 - 1 2 - 3 6

= 2 = = 1 = =

1 1 3 1 1 2 -

- - 2 - 1 2 -

1 - 1 - - -

- - - - - 1

2 - - - 1 1

1 - - - - - -

2 - - - - - -

- - 1 - - - 1

1 1 - - - - -

- - 1 - - - -

1 - - - - -

= = = 1 = = =

- - - - - 1 -

- - 1 - - - -

- - - - - - 1

1 - - - - - -

- - - - - - 2

- - - - - - 1

1 = = = = = =

1 - - - - - -

- 1 - - - - -

- - - - 1 - -

- - - - - - 1

- 1 - - - - -

100 - - - - 1 - -
128 - - - - - 1 -
157 - - - 1 - - -
172 - - - - - - 1
193 - - - - - - 1
Unicos 13 10 10 9 10 10 12

Tabla S2. Frecuencia de los alelos de MLST de las cepas oftalmicas (la celdas resaltadas en rojo

corresponden a los alelos prevalentes 3-mutL y 5-aroE).
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Figura S3. Arboles construidos con maxima verosimilitud (ML) a partir de las secuencias obtenidas de
las cepas oftalmicas en cada marcador (A, arbol de acsA, B, arbol de aroE, C, arbol de guaA, D, arbol de
mutL, E, arbol de nuoD, F, arbol de ppsA y G, arbol de trpE)
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Figura S3. Curvas de crecimiento de las cepas oftalmicas tratadas con MMC. A, B y C. Tratamientos
sobre las cepas oftdlmicas PA-Oph-1,-4,-5,-15,-16,-17,-19 y control (PAO1 y 39016) a una concentracion final
de 3.0 pg/ml (lineas y simbolos con rellenos solidos), controles sin MMC (lineas punteadas y simbolos
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vacios). D. Tratamientos sobre PAO1 (lineas en color rojo) y 39016 (lineas en color verde) a 3.0 yg/ml (lineas

solidas) y 0.5 yg/ml (lineas discontinuas) como concentraciones finales.

Informacién complementaria sobre la inducciéon de profagos con MMC en las
cepas oftalmicas.

Las curvas de crecimiento de las cepas oftalmicas y de las cepas 39016 y PAO1 usadas
como control mostraron un evidente decaimiento o lisis ~3 horas después de iniciar el
tratamiento con MMC (Figura S3). En general fue perceptible un punto maximo de caida y
una fase de mantenimiento entre las 5 y 6 h posteriores al inicio del tratamiento. En
contraste con las cepas oftalmicas, el tratamiento de MMC a [3 pg/ml] no provoco un
decaimiento tan drastico en las cepas control (Figura S3. A, B y C). Los lisados generados
a partir de estos tratamientos se utilizaron en ensayos de infeccion para identificar
profagos asociados, no obstante solo los lisados de PA-Oph1 y 39016 formaron placas
liticas (Figura S4) y el resto de los lisados originaron halos de lisis (datos no mostrados).
El uso de la MMC a 2 concentraciones sobre las cepas control no revelé gran diferencia
en la dinamica de las curvas de crecimiento a pesar de que 39016 es poliliségena y PAO1
a la fecha no ha presentado profagos inducibles (Figura S3. D), ademas en la cepa 39016
se evidencio que el tratamiento de MMC a [3.0 ug/ml] produce un titulo mayor de fago que
el tratamiento a [0.5 pg/ml] y a su vez este produce un titulo mayor de fago que el

obtenido por produccion espontanea (Figura S4. B y Tabla S2).

Figura S4. Ensayos de infeccion con los lisados de los tratamientos con MMC a [3.0 ug/ml] (cepas: PA-
Oph1 y PA-Oph4) y [0.5 pg/ml] (cepa 39016) y los sobrenadantes. (MMC-mitomicina C, SN-sobrenadante).
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Titulo (UFP/mI™") Cepa indicadora
Cepa
[MMC] Fc76 PA14 Ps53
PA-OPH1 con MMC [3.0 | 1.4x10™"
Hg/ml]
PA-OPH1 SN 1.2x10°
39016 con MMC [3.0 | 1.4x10° 2.2x10° 4x108
pg/mi]
39016 con MMC [0.5 | 8x10° 6x10° 2x108
pg/mi]
39016 con SN (24h) 11.6x10” 2x108 1x107

Tabla S2. Titulos de fago obtenido con los tratamientos de MMC en las cepas PA-OPH1 y 39016. Las
celdas vacias indican que no hubo formacion de placas liticas sobre las respectivas cepas indicadoras (MMC-

mitomicina C, SN-sobrenadante).

Figura S5. Ensayo de infeccion con los sobrenadantes la cepa Fc14 recuperados en 3 periodos (24, 48
y 72 h) sobre la cepa Fc76. (La cepa y los periodos de recuperacion del sobrenadante del cultivo de Fc14 se

muestran rotulados en rojo y la cepa indicadora en verde)
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