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Abreviaturas utilizadas

e EPS: Matriz extracelular polimérica

e PAOI: Cepa de referencia Pseudomonas aeruginosa PAO1

e FV: Factores de Virulencia

e [P: Islas de Patogenicidad

e FESEM: Microscopia Electronica de Barrido de Emision de Campo
e T2SS: Sistema de Secrecion Tipo 11

e T3SS: Sistema de Secrecion Tipo II1

e T4SS: Sistema de Secrecion Tipo IV

e T6SS: Sistema de Secrecion Tipo VI

e ROS: Especies Reactivas de Oxigeno (Reactive Oxygen Species)
e LPS: Lipopolisacarido

e GC: Contenido en Guanina y Citosina

o PQS: Pseudomonas Quinolone Signal

e OD: Densidad Optica

e D600/0OD600: Densidad 6ptica a 600 nm

o BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

e PHASTER: PHAge Search Tool Enhanced Release

e BHI: Brain Heart Infusion

e PBS: Phosphate Buffered Saline

e PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
e BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

e NCBI: National Center for Biotechnology Information

e VFDB: Virulence Factors DataBase

e CARD: Comprehensive Antibiotic Resistance Database



Resumen y palabras clave

Introduccidn: Pseudomonas aeruginosa es un patdégeno oportunista implicado en infecciones graves,
especialmente en pacientes inmunodeprimidos. En este estudio se caracterizan gendémica y
fenotipicamente cuatro cepas clinicas asiladas en Turkana (Kenia) para identificar sus factores de

virulencia (FV) y elementos genéticos moviles. Materiales y métodos: Se alinearon sus genomas

completos con la cepa de referencia PAOI1 y se analizaron genes de virulencia, islas de patogenicidad,
fagos y plasmidos, mediante bioinformatica. A nivel fenotipico, se evaluod la produccion de sideroforos
y pigmentos, actividad litica mediada por fagos, formacion de biofilm y presencia de exopolisacaridos.
Resultados: El analisis genético reveld la presencia de multiples FV en todas las cepas: adhesinas,
flagelos, pili tipo 1V, sistemas de secrecion, produccion de toxinas, sideroforos y elementos reguladores
del quoruum sensing, aunque con algunas diferencias. También se identificaron islas de patogenicidad
y elementos genéticos moviles como plasmidos y fagos, incluyendo fagos filamentosos y liticos. Se
observod una correlacion entre la presencia de fagos filamentosos y la formacion de biofilm. Discusién:
Los resultados evidencian variabilidad genémica entre las cepas, y destacan el potencial de ciertos fagos
como herramientas para fagoterapia. Este trabajo aporta informacion valiosa sobre P.aeruginosa en un

entorno clinico con recursos limitados y refuerza la utilidad del analisis integrado genotipico-fenotipico.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, factores de virulencia, biofilm, fagos, transferencia

horizontal.
Abstract

Introduction: Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen involved in severe infections,
particularly in immunocompromised patients. This study characterizes the genomic and phenotypic
profiles of four clinical isolates from Turkana (Kenya) to identify their virulence factors (VFs) and

mobile genetic elements. Materials and methods: The complete genomes were aligned with the reference

strain PAOI, and bioinformatic tools were used to analyze virulence genes, pathogenicity islands,
phages and plasmids. Phenotypic analyses included the production of siderophores and pigments, phage-

mediated lytic activity, biofilm formation and detection of exopolysaccharides. Results: All isolates

presented multiple VFs, including adhesins, flagella, type IV pili, secretion systems, toxins,
siderophores, and quorum sensing regulators, with some strain-specific differences. Pathogenicity
islands and mobile genetic elements such as plasmids and both filamentous and lytic phages were also
identified. A correlation was observed between the presence of filamentous phages and enhanced
biofilm formation. Discussion: The results highlight genomic variability among the isolates and suggest
that certain phages may contribute to persistence and virulence. These findings provide relevant insights
into P.aeruginosa from low-resource clinical setting and support the value of an integrated genotypic-

phenotypic approach.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, virulence factors, biofilm, phages, horizontal gene transfer.



1. Introduccion

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gramnegativa con forma de bacilo que se encuentra
ampliamente distribuida en el medio ambiente. Es un microorganismo ubicuo, puesto que se puede
encontrar en agua, suelo y ambientes hospitalarios. Esto lo convierte en un patdégeno de gran relevancia

e interés [1].

Es un patégeno con gran capacidad de causar infecciones graves principalmente a individuos
con el sistema inmunolégico comprometido. Afecta a pacientes con inmunodeficiencias, enfermedades
cronicas o que hayan sido sometidos a tratamientos médicos invasivos. Tiene capacidad para formar
biopeliculas en dispositivos médicos, como catéteres, que aumentan el riesgo de sufrir una infeccion
grave. Las infecciones mas severas y con peor pronostico suelen ser de origen nosocomial, destacando
neumonias, bacteriemias e infecciones en heridas quirtrgicas, quemaduras y vias urinarias. Ademas, es
el principal agente causante de neumonias asociadas a ventilacion mecanica e infecciones del tracto
urinario en pacientes de Unidades de Cuidados Intensivos (UCIs). Asimismo, Pseudomonas aeruginosa
esta implicada en infecciones cronicas que afectan a personas con fibrosis quistica (FQ) y enfermedad

pulmonar obstructiva cronica (EPOC) [2].

Tiene un tamafio de 2-4 um de longitud y presenta un flagelo polar que le permite desplazarse
en medios liquidos y pili tipo IV que le permite desplazarse sobre superficies solidas mediante un

movimiento por contraccion [2].

Desde el punto de vista gendmico, Pseudomonas aeruginosa tiene un tamafio que oscila entre
5,5-7 Mpb. La presencia de un genoma de gran tamaio le otorga versatilidad metabolica y capacidad
para sobrevivir en condiciones adversas. Presenta un niumero elevado de genes conservados en su

genoma comparado con otras bacterias [3].
Factores de virulencia

Pseudomonas aeruginosa cuenta con una gran variedad de factores de virulencia que favorecen
su capacidad patogénica. Estos factores de virulencia pueden formar parte de la estructura de la bacteria,
como los flagelos, los pilis y el lipopolisacarido (LPS), o bien ser liberados al entorno, incluyendo

enzimas, toxinas y pigmentos [2].

La produccion de estos factores de virulencia estd regulada por diversos sistemas de
sefalizacion que trabajan de manera conjunta, permitiéndole una gran capacidad de adaptacion. Uno de
los principales mecanismos es el quorum sensing (QS), un sistema de comunicacién celular que regula
la expresion de multiples genes, incluyendo aquellos involucrados en la virulencia, formacion de

biofilm, resistencia a antibioticos y produccion de toxinas [4].



El proceso de infeccion de Pseudomonas aeruginosa empieza con la adhesion a células
epiteliales, donde participan diferentes estructuras superficiales como fimbrias, pili tipo IV y adhesinas

especificas.

Estas estructuras permiten que la bacteria interactie con los receptores del huésped,
favoreciendo su colonizacion. Asimismo, en la defensa frente al sistema inmunoldgico al interferir con
la fagocitosis, el lipopolisacarido (LPS) presente en su membrana externa juega un papel importante. Al
mismo tiempo, la motilidad por twitching, mediado por los pili tipo IV, y la presencia de flagelo,

participan en la propagacion del microorganismo a través de los diferentes tejidos del huésped [5].

Una vez producida la adhesion, se inicia la secrecion de diversas toxinas y enzimas que inducen
dafio en los tejidos y promueven la propagacion de la infeccion. Una de las toxinas mas significativas
es la toxina A, puesto que inhibe la sintesis proteica en las células eucariotas, dirigiéndolas a apoptosis.
Ademas, Pseudomonas aeruginosa produce elastasas (LasA y LasB) y proteasas alcalinas, que
descomponen componentes de la matriz extracelular, como elastina y colageno, permitiendo asi la

invasion de los tejidos [6].

Otras toxinas producidas por esta bacteria incluyen las hemolisinas, que destruyen las

membranas celulares al descomponer los fosfolipidos presentes [7].

Pseudomonas aeruginosa también produce diversos pigmentos con otras funciones adicionales
a la pigmentacion. La piocianina, que otorga color azul-verdoso, desempefia un papel crucial en la
patogénesis al generar especies reactivas de oxigeno (ROS) [8]. Estas moléculas son altamente reactivas
y pueden causar dafio celular significativo. Otro pigmento producido es la pioverdina que presenta un
color verde fluorescente. Este pigmento actiia como siderdforo captando hierro del entorno de la bacteria

para promover el crecimiento bacteriano en condiciones donde la concentracion de este nutriente es baja
[9].

Ademés de la pioverdina, Pseudomonas aeruginosa puede producir piochelina, otro sider6foro
que también tiene como funcion la captacion de hierro del medio, pero con menor afinidad por este.
Ambos aseguran la disponibilidad de este mineral para la supervivencia en entornos hostiles [9]. La
liberacion de los sideroforos estd coordinada con sistemas de regulacion de la virulencia, como el

quorum sensing.

Un aspecto crucial en la patogénesis de Pseudomonas aeruginosa es su habilidad para generar
biopeliculas o biofilm, que son estructuras multicelulares rodeadas por una matriz extracelular
compuesta principalmente por exopolisacaridos como alginato, Ps/ y Pel. La formacion de biofilm no
solo facilita la adhesion de la bacteria a superficies inertes y tejidos, sino que también confiere
resistencia a los antibidticos y dificulta el reconocimiento por el sistema inmunitario, dificultando su
erradicacion. Esta estructura es fundamental en el desarrollo de infecciones cronicas como fibrosis

quistica o heridas cronicas [5].



Para liberar las toxinas y otros efectores, utiliza sistemas de secrecion especializados, siendo el
Sistema de Secrecion Tipo III (T3SS) uno de los mas representativos. Este sistema simula una jeringa
molecular que inyecta toxinas directamente en las células huésped, pudiendo alterar los mecanismos
moleculares y favoreciendo la propagacion bacteriana. Algunas de las toxinas inyectadas son ExoS y
ExoT que afectan el citoesqueleto celular; ExoU presenta actividad citotoxica y ExoY interfiere con la
sefalizacion intracelular [10]. No obstante, Pseudomonas aeruginosa también emplea el Sistema de
Secrecion Tipo VI (T6SS), que le permite competir con otras bacterias y modificar su interaccion con

el huésped [11].
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Figura 1. Representacion esquematica de los principales factores de virulencia en Pseudomonas aeruginosa. Se
ilustran componentes implicados en la formacion de biofilm (a), guorum sensing (b), motilidad mediante flagelo
(¢), produccion de siderdforos como pioverdina y piocianina (d), pili tipo IV (e), LPS (f), T3SS (g), T6SS (h) y
T2SS (i) [12].

Islas de patogenicidad

Las islas de patogenicidad (IP) en el genoma bacteriano son regiones que contienen una serie
de genes que codifican factores de virulencia. En Pseudomonas aeruginosa, estas islas son
fundamentales para su capacidad infecciosa, ya que otorgan a la bacteria una ventaja selectiva durante

la infeccion [13].

Las IP son de tamaifio variable (10-200 kb) y se caracterizan por tener una composicion de bases
diferente a la del resto del genoma bacteriano (generalmente mayor porcentaje en AT). Codifican genes
para diversos factores de patogenicidad, como sistemas de secrecion, toxinas, enzimas degradativas,

adhesinas y factores de resistencia a la respuesta inmune [13].



Estas regiones pueden haber sido adquiridas a través de procesos de transferencia horizontal de
genes, permitiendo integrarse en el cromosoma bacteriano y conferir ventajas adaptativas. Muchas IP
contienen elementos genéticos modviles, como transposones o integrones, facilitando su movilidad

dentro del genoma o su transferencia a otras bacterias [14].

Las IP se localizan en regiones especificas del genoma, generalmente cerca de genes de RNA
de transferencia (RNAt), lo que permite su insercion y estabilidad dentro del DNA bacteriano.
Asimismo, pueden presentar secuencias repetitivas o sitios de recombinacion que facilitan su excision

y movilidad [15].
Transferencia horizontal

Algunas de las IP presentes en el genoma de Pseudomonas aeruginosa pueden no haber sido
heredadas por transferencia vertical de genes, sino que han podido ser adquiridas horizontalmente.
Gracias a este proceso, la bacteria puede adquirir material génico externo que le proporciona ventajas
evolutivas, como factores de virulencia y resistencia antimicrobiana. Por ello, las cepas clinicas pueden

presentar diversidad genémica y por tanto diferente grado de virulencia [16].

Existen diversas vias por las que se puede dar este intercambio genético, como la conjugacion,
la transduccion mediada por bacteriofagos y la transformacion. Sin embargo, en este estudio se centrar
en dos de estas vias: conjugacion mediante plasmidos y transduccion mediada por fagos. Ambas
representan mecanismos de transferencia frecuentes y funcionalmente relevantes en Pseudomonas
aeruginosa. Especialmente, esto sucede en entornos clinicos ya que contribuyen activamente a la

diseminacion de genes relacionados con la patogenicidad [17].
Importancia del estudio

El estudio de los factores de virulencia en bacterias patogenas, como Pseudomonas aeruginosa,
resulta fundamental para entender el desarrollo de enfermedades infecciosas. El analisis de estos permite
mejorar el diagnéstico clinico e identificar los mecanismos clave de la patogénesis, ayudando a

interpretar como una infeccion se establece, progresa y se manifiesta en el huésped.

Asimismo, conocer en detalle de los factores de virulencia ayuda a la prediccion de la gravedad
del cuadro clinico, siendo relevante en infecciones hospitalarias y en pacientes con sistemas
inmunitarios comprometidos. Desde una perspectiva terapéutica, estos estudios favorecen el disefo de
tratamientos mas especificos puesto que se pueden identificar blancos terapéuticos concretos y avanzar

hacia el desarrollo de terapias dirigidas y vacunas.

Entender la distribucion y dinamica de los factores de virulencia en distintas cepas es crucial
para el control de brotes y para fortalecer los sistemas de vigilancia epidemiologica, en la gestion de la

salud publica.



2. Antecedentes, Hipotesis y Objetivos

2.1. Antecedentes

El departamento de Produccion vegetal y Microbiologia en colaboracion con la ONG Cirugia
en Turkana (CeT), participan en un Proyecto de Cooperacion Internacional. Iniciado en 2004, este
proyecto tiene como objetivo principal brindar asistencia quirtrgica a la poblacion de Turkana, en el
norte de Kenia. En el ano 2022, se afiadié una nueva linea centrada en el Estudio de las resistencias
antimicrobianas en Turkana (Kenia) y financiado por la Fundacion de Investigacion del Hospital
Clinico San Carlos (HCSC). Durante las campafas quirargicas de 2022-2024, se recogieron muestras
de pacientes con infecciones y se obtuvieron aislamientos clinicos para el estudio de su resistoma. Los

géneros bacterianos mas frecuentemente identificados fueron Staphylococcus y Pseudomonas.

El trabajo que aqui se expone se centra en el estudio de la virulencia de las cepas de
Pseudomonas aeruginosa, examinando su expresion y base genética, y especificamente si estos factores

se encuentran en islas de patogenicidad que pueden haber sido obtenidas por transferencia horizontal.

2.2. Hipotesis
El cuadro clinico producido en las infecciones causadas por Pseudomonas aeruginosa depende
de los factores de virulencia presentes en las islas de patogenicidad que pueden haber adquirido por

transferencia horizontal.

2.3. Objetivos

Objetivo primario

Caracterizar los factores de virulencia presentes en aislados clinicos de Pseudomonas
aeruginosa obtenidos de pacientes en el condado de Turkana e identificar si estos se localizan en islas

de patogenicidad susceptibles de transmision horizontal.

Objetivos secundarios

o Construir mapas gendémicos de las cepas de Pseudomonas aeruginosa y determinar si los
factores de virulencia se encuentran codificados en las islas de patogenicidad.

o Determinar los posibles elementos méviles presentes en el genoma que puedan ser susceptibles
de transferir horizontalmente factores de patogenicidad.

o Determinar la expresion génica de los factores de patogenicidad, mediante el estudio del
fenotipo de las cepas: produccion de enzimas y sider6foros, formacion de peliculas y motilidad.

o Determinar la relacion existente entre la presencia de ciertos factores de virulencia y el cuadro

clinico de la infeccion.



3. Materiales y Métodos

3.1. Consideraciones éticas

Este estudio ha recibido la aprobacion de los comités de ética tanto del Hospital Clinico San
Carlos como de la Universidad Miguel Hernandez y ha obtenido el Codigo de Investigacion Responsable
(COIR) (Anexo 1). Ademas, cumple con la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial

y respeta el Convenio sobre la Diversidad Biologica, seglin lo establecido en el protocolo de Nagoya.

3.2. Seleccion de cepas

Para este estudio de factores de patogenicidad, se seleccionaron cuatro cepas de Pseudomonas
aeruginosa basandose en dos criterios principales: que fueran aislados clinicos responsables de procesos
infecciosos y que se dispusiera de la secuenciacion completa de su genoma. Las cepas elegidas
provienen de muestras clinicas obtenidas durante campaiias quirurgicas realizadas entre 2022 y 2024 en
el Condado de Turkana, Kenia. Se disponia de la secuencia completa de su genoma en contig (del inglés
contiguous sequence, secuencia contigua). Un contig es una secuencia de DNA que se ha ensamblado
a partir de multiples lecturas de secuenciacion superpuestas (reads). Un contig indica una region del
genoma donde el secuenciador ha podido generar lecturas que se superponen lo suficiente como para
formar una secuencia ininterrumpida. Cada genoma estara constituido por un numero especifico de
contig segun se hayan podido solapar las secuencias. En la tabla x se especifica el nimero de contig que
presentaba el genoma de cada cepa. Para mas informacion sobre la secuenciacion de alto rendimiento

llevada a cabo para la obtencion de los contig vease el anexo 1.

Para el presente trabajo, se han seleccionado cuatro cepas de Pseudomonas aeruginosa: cepa

31, cepa 66, cepa L066 y cepa 10AM.

Tabla 1. Cepas clinicas de Pseudomonas aeruginosa utilizadas en el estudio, nimero de contig obtenidos al

realizar la secuenciacion de alto rendimiento y procedencia clinica de la cepa.

Taxonomia Patologia de Hospital de
Ao Cepa Contigs basada en genoma procedencia procedencia
completo de la muestra
2022 31 71 Pseudomonas Fractura abierta tibia LCRH
aeruginosa
2022 66 33 Pseudomonas Herida LCRH
aeruginosa en pierna izquierda
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Pseudomonas

2023 L066 82 ) Osteomielitis Kakuma
aeruginosa
Pseudomonas
2024  10AM 33 aeruginosa Pie diabético LCRH

3.3. Ensamblaje del genoma completo

Para la construccion de los mapas gendmicos, los contig fueron comparados con un genoma de
referencia disponible en la base de datos del NCBI. Como secuencia de referencia, se seleccion6
Pseudomonas aeruginosa PAO1, ampliamente caracterizada y empleada en estudios gendmicos
comparativos. La alineacion y visualizacion de los genomas se llevo a cabo mediante el servidor web
Proksee, empleando la herramienta fastANI, que permite estimar la posicion y orientacion de cada contig
con respecto al genoma de referencia.

A los contig que presentaron discrepancias en la orientacion se transformo su secuencia en
inversa y complementaria, utilizando el servidor web Reverse Complement con el objetivo de optimizar
la reconstruccion y representacion del genoma completo.

Una vez los contigs estuvieron correctamente orientados respecto al genoma de referencia, se
realizé la construccion del mapa circular completo permitiendo el analisis de distintas caracteristicas
genOmicas relevantes, como el contenido de bases GC, la deteccion de genes codificantes (ORF), asi
como la identificacion de regiones gendomicas de interés: como islas de patogenicidad, secuencias
fagicas y elementos genéticos moéviles. El programa también realiza un BLAST con la base de datos
CARD (Comprehensive Antibiotic Resistance Database) para la localizacion de genes de resistencia
antimicrobianos en el genoma. Adicionalmente, se compar6 el tamafo del genoma con el de referencia

para detectar posibles adquisiciones genéticas especificas.

3.4. Busqueda de plasmidos

La deteccion de posibles plasmidos presentes en las cepas analizadas se realiz6 mediante el
entorno bioinformatico Galaxy. Se utilizaron dos herramientas: PlasmidFinder, que permite identificar
replicones plasmidicos conocidos mediante comparacion con bases de datos de referencia, y PlasFlow,
basada en algoritmos de aprendizaje automatico donde se hace una prediccion del origen plasmidico de
secuencias a partir de su composicion de bases. Con estas herramientas, se permite detectar contigs con
potencial origen plasmidico, importante para el estudio de la transferencia horizontal de genes y la

posible movilizacion de factores de virulencia.
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3.5. Identificacion de los factores de virulencia mediante BLAST
La identificacion de factores de virulencia se llevo a cabo mediante BLASTp contra la base de

datos VFDB (Virulence Factor Database), con un umbral de identidad del 60% y un e-value de 107.

3.6. Estudio fenotipico
El estudio fenotipico de las cepas seleccionadas de Pseudomonas aeruginosa se ha centrado en

la caracterizacion de distintos factores de virulencia, mediante la aplicacion de diferentes técnicas.

3.6.1. Visualizacion de sideroforos, ROS y actividad litica mediada por fagos

Para la evaluacion fenotipica de la produccion de sider6foros, especies reactivas de oxigenos
(ROS) y actividad litica mediada por fagos, se realiz6 una siembra directa de las cepas seleccionadas en
medios de cultivo agar nutritivo (NA) y Brain Heart Infusion (BHI). Las placas fueron incubadas a 37°C
durante 24-48 horas y se procedié a una inspeccion visual directa.

La evaluacion se llevo a cabo mediante observacion macroscopica de las placas, visualizando
si habia aparicion de pigmentos caracteristicos en las colonias, como la pioverdina, asociada a la
captacion de hierro, o la piocianina, relacionada con la produccion de especies oxidantes.

Por ultimo, la deteccion de actividad litica mediada por fagos se llevd a cabo mediante la

observacion de halos de lisis en la superficie del cultivo.

3.6.2. Ensayo presencia de biofilm

Para estudiar la presencia de biofilm se siguio el protocolo descrito por Stepanovi¢ et al. (2000)
[18]. Para ello se inoculd Pseudomonas aeruginosa en 4 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI)
suplementado con sacarosa al 2% en tubos SARSTEDT y se dejaron incubar a 37°C durante 24 horas.
Tras la incubacion, se midio la absorbancia de cada tubo a 600nm (D600) y se realizaron diluciones 1:10
de cada cepa con el objetivo de obtener una concentracion final de 0,05 D600.

A continuacion, se afiadieron 100 puL en cada pocillo de la placa de 96 pocillos y se incluy6 una

columna control con solo medio de cultivo (Figura 2). La placa se incubd a 37°C durante 24 horas.
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Figura 2. Esquema de distribucion de muestras en la placa de microtitulacion de 96 pocillos utilizada para el

ensayo de formacion de biofilm. Se analizaron cinco cepas de Pseudomonas aeruginosa y un control negativo.

Para evaluar la formacion de biofilm, se realiz6 una tincion con cristal violeta siguiendo estos pasos:

1.

Se retira el sobrenadante de cada pocillo (~80 pL) con una pipeta con cuidado de no perturbar
el pellet.

Se realiza un lavado con 200 puL de PBS.

Se afladen 200 uL de solucion cristal violeta al 1% y se deja actuar durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

Se realizan dos lavados adicionales con 200 uL de PBS para eliminar el exceso de tincion.

Se deja secar a temperatura ambiente durante 24 horas o a 37°C durante 90 minutos.

Para cuantificar la formacién de biofilm, se llevo a cabo la solubilizacion del cristal violeta y la posterior

lectura de absorbancia:

1.

Se afiaden 200 uL de isopropanol en cada pocillo para solubilizar el colorante.

2. Se deja actuar 15 minutos a temperatura ambiente.

3.

Se mide la absorbancia a 570 nm en un espectrofotometro de microplacas.

Los valores obtenidos se analizaron comparandolos con el control negativo para determinar la

capacidad de formacion de biofilm de cada cepa.

3.6.3. Ensayo fenotipico para deteccion de plasmidos
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La extraccion de DNA plasmidico se llevo a cabo utilizando el kit comercial QIAprep 2.0 Spin

Miniprep Kit (QIAGEN), siguiendo el protocolo estindar recomendado por el fabricante. El

procedimiento seguido es el siguiente:

1.

10.

11.

Se centrifugaron entre 1 y 5 mL de cultivo bacteriano en medio liquido incubado durante la
noche, a mas de 8000 rpm (= 6800 x g) durante 3 minutos a temperatura ambiente (15-25 °C),
obteniéndose el pellet celular.

El pellet bacteriano se resuspendié en 250 pulde tampén P1, y se transfirid a un tubo de
microcentrifuga.

A continuacion, se afiadieron 250 pL de tampon P2 y se mezclé cuidadosamente invirtiendo el
tubo entre 4 y 6 veces, hasta obtener una solucion homogénea y clara (usando LyseBlue, el color
es azul). No se permitio que la lisis se prolongara mas de 5 minutos.

Se afiadieron 350 pL de tampon N3, mezclando inmediatamente por inversion del tubo (4-6
veces). En presencia de LyseBlue, el color desaparece.

La mezcla se centrifugd a 13.000 rpm (= 17.900 x g) durante 10 minutos en una microcentrifuga
de sobremesa.

Se transfirieron 800 pL del sobrenadante a una columna QIAprep 2.0. La solucion se hizo pasar
a través de la columna por centrifugacion (30-60 segundos) o por vacio, eliminando el eluido.
En cepas endA+ o con alta actividad nucleasa o contenido de carbohidratos, se realiz6 un lavado
adicional con 0,5 mL de tampdn. Tras centrifugar, se descarto el flujo.

Se llevo a cabo un lavado con 0,75 mL de tampdn PE, centrifugando durante 30-60 segundos y
eliminando el eluido.

Se centrifugd nuevamente durante 1 minuto para eliminar restos del tampon de lavado.

La columna se colocd en un tubo de microcentrifuga limpio (1,5 mL), y se eluyé el DNA
afiadiendo 50 puL de tampon EB (10 mM TrisCl, pH 8.5) o agua estéril, dejando reposar 1 minuto
antes de centrifugar por 1 minuto adicional.

Si el DNA extraido se iba a analizar mediante electroforesis, se mezcldé con tampon de carga
(Loading Dye) en una proporcion de 1:5 (carga:DNA), homogenizando la mezcla antes de

cargarla en el gel.

Tras la extraccion de DNA plasmidico, se procedio a la visualizacion de los posibles plasmidos

presentes en las cepas analizadas. Para ello, se prepar6 un gel de agarosa al 0,5% en tampon TBE y se

realizé una electroforesis horizontal. Se mezclaron 5 uL. del DNA purificado con 1 pL de colorante de

carga (Loading Dye) y se cargaron en los pocillos del gel junto con un marcador de peso molecular

especifico para plasmidos. La electroforesis se llevo a cabo a 60V durante 1 hora. Finalmente, las bandas

se visualizaron bajo luz ultravioleta.

3.6.4. Microscopia electronica de barrido de Emision de Campo (FESEM)
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Para observar la morfologia superficial de las cepas de Pseudomonas aeruginosa, se llevo a cabo
un protocolo de preparacion de muestras para FESEM (del inglés Field Emission Scanning Electron
Microscope) siguiendo los siguientes pasos:

1. Se resuspendi6 una colonia en 10 pL de suero fisioldgico y se extendié cuidadosamente sobre

un portaobjetos.

2. Se fijo con glutaraldehido al 2,5% en tampoén cacodilato 0,1 M (pH 7,6) durante 2 horas a
temperatura ambiente.

Posteriormente se lavo 3 veces con tampon cacodilato durante 10 minutos por cada lavado.
Se incubo con tetradxido de osmio (OsOs) al 1% en tampon cacodilato durante 40 minutos.

Se repitieron tres lavados con tampon cacodilato, también de 10 minutos cada uno.

A

Por tltimo, la muestra fue deshidratada mediante una serie de bafios en etanol a concentraciones
crecientes: 30%, 50%, 70%, 90%, 96% y 100% cada uno durante 10 minutos.

7. Las muestras deshidratadas se dejaron secar a temperatura ambiente durante toda la noche.

Las muestras fueron transportadas al servicio de Microscopia Electronica del IDIBE (Instituto de
Investigacion, Desarrollo e Innovacion en Biotecnologia Sanitaria de Elche), donde fueron recubiertas
con una capa conductora de cromo de 16 nm utilizando el sistema Quorum Q150T Plus. Una vez

recubiertas, se visualizan mediante FESEM, trabajando con voltajes entre 1,0 y 10 kV.

4. Resultados

4.1 Estudio de los factores de virulencia

4.1.1. Analisis genotipico de los factores de virulencia

Mediante el analisis comparativo de las secuencias codificantes frente a la base de datos VFDB,
se identificaron multiples genes asociados a factores de virulencia en las cuatro cepas clinicas de
Pseudomonas aeruginosa seleccionadas. En la Tabla 2 se resumen los principales factores de virulencia
encontrados comparando las cuatro cepas con la de referencia, Pseudomonas aeruginosa PAOL.
Asimismo, en la tltima columna se indica si estos factores han sido evaluados posteriormente a nivel

fenotipico.

Tabla 2. Comparativa de factores de virulencia (FV) genotipicos en las cepas clinicas de Pseudomonas aeruginosa

frente a la cepa de referencia PAOI.

15



Fenotipo

FV N 66 LOE6 10AM PAO1 .
estudiado
Adhesién Pili tipo IV Pili tipe IV Pili tipo IV Pili tipo IV Pili tipo IV -
Sistemas de T28S, T35S, TESS | T2SS, T3SS, TESS 7288, 7358 1388, T65S T258, T3sS, T65S -
secrecién
. . Pioverdina, Pioverdina, Pioverdina, Pioverdina, Pioverdina, .
Sideréforos X ) . X . ) X ) . . Si
piochelina piochelina piochelina piochelina piochelina
Piocianina (phz), Piocianina (phz), Piocianina (phz), Piocianina (phz),
ROS Piocianina (phz) acido cianhidrico acido cianhidrico acido cianhidrico acido cianhidrico Si
(hcnABC) (henABC) [henABC) (henABC)
EPS Alginato Alginato Alginato Alginato Alginato, Pel, Psl Si
LPS Nuclt’a0+0— Llpidn?A+0- Lipido A + Nécleo L\pidoA+'NucLeo L|p'\doA+’Nucle0 R
antigeno antigeno + O-antigeno + O-antigeno

Quorum sensing

-Sistema Las
(Lasl/LasR)
-Sistema Rhl
(RhlI/RRLR)

-Sistema Las
(Lasl/LasR}
-Sistema Rhl
(RhlU/RAIR)

-Sistema Las
(Lasl/LasR)
-Sisterma Rhl
(RRU/RKLR)

-Sistema Las
(Lasl/LasR)
-Sistema Rhl
(RhlI/RhLR)

- Sistema Las
(Lasl/LasR)

- Sistema Rhl
(RhU/RRLR)

- Sistema PQS

(PgsA/PgsR)

Flagelo

Sistema flagelar
completo

Sistema flagelar
completo

Sistema flagelar
completo

Sistema flagelar
completo

Sistema flagelar
completo

En cuanto a los sistemas de secrecion detectados en las cepas: el tipo III (T3SS), implicado en
la inyeccion de toxinas en células del huésped, esta presente en todas las cepas. Sin embargo, el sistema
tipo II (T2SS), relacionado con la secrecion de enzimas extracelulares, no se detect6 en la cepa 10AM.
Ademas, el sistema de secrecion tipo VI (T6SS), asociado a la competencia bacteriana y a la interaccion

con otras células, estd ausente en la cepa L066.

Ninguna de las cepas mostro el sistema de secrecion tipo IV (T4SS), imprescindible para la

conjugacion bacteriana.

Por otra parte, en la produccion de siderdforos, todas las cepas presentaron genes para la
pioverdina y piochelina. También, se identificaron genes implicados en la produccion de piocianina, un
pigmento con capacidad prooxidante, y del operéon hcnABC, responsable de especies reactivas de

oxigeno (ROS), que contribuye al potencial de virulencia de la bacteria.

Respecto a los exopolisacaridos (EPS), las cuatro cepas codifican genes para la sintesis de
alginato. En cambio, la cepa PAO1 presenta también genes para Pe/ y Psl, ambos vinculados a la

formacion estructurada del biofilm.

En relacion con el lipopolisacarido (LPS), se observaron diferencias en la composicion,

incluyendo la presencia o ausencia del O-antigeno, el ntcleo y el lipido A.

Todas las cepas contienen los sistemas de quorum sensing Las 'y Rhl , y la cepa PAO1 también

presenta el sistema PQS.

Los sistemas Las y Rhl, presentes en todas las cepas analizadas, actuan de forma coordinada
mediante la produccion de autoinductores tipo homoserina lactona, regulando genes implicados en la
produccion de elastasas, rhamnolipidos, piocianina y otros factores de virulencia. El sistema Las se sitiia
jerarquicamente por encima del R4/ y lo activa en fases mas tempranas del crecimiento. Por su parte, el
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sistema PQS, detectado inicamente en la cepa PAOI1, utiliza como molécula sefial principal una
molécula llamada Pseudomonas quinolone signal, también conocida como 2-heptyl-3-hydroxy-4-
quinolone (PQS). Esta molécula no se trata de una quinolona antibidtica sino de una quinolona
enddgena, sintetizada por la propia bacteria y perteneciente a la familia de las quinolonas. Se asocia con
la regulacion de genes implicados en la produccion de metabolitos secundarios, como la piocianina, y

en la formacion de biofilm [19] [20].

Finalmente, todas las cepas conservan el sistema flagelar completo (movilidad en liquidos) y
presentan los genes del pili tipo IV que confiere la posibilidad de moverse sobre superficies solidas

(twitching motility).

Los resultados obtenidos muestran la presencia de diversos genes de virulencia en todas las

cepas analizadas, con algunas diferencias entre las cuatro cepas y la de referencia.

4.1.2. Analisis fenotipico de los factores de virulencia

Sideréforos y ROS

Se observo la presencia de pigmentos en las cuatro cepas de Pseudomonas aeruginosa

cultivadas en medio agar nutritivo (NA) y BHI sdlido.

La cepa L066 presentd un color fluorescente de color verde amarillento, caracteristico de la
produccion de pioverdina, un sideroforo implicado en la captacion de hierro en entornos con baja

disponibilidad de este elemento.

La cepa 31 mostr6 una pigmentacion de tono azulado, indicativa de la produccion de piocianina,
un pigmento con capacidad prooxidante vinculado a la produccion de especies reactivas de oxigeno

(ROS).

Por ultimo, las cepas 66 y 10 AM desarrollaron una coloracién amarilla intensa, también
compatible con la producciéon de pioverdina. Este pigmento, normalmente descrito como verde

fluorescente, puede presentar una tonalidad amarilla en condiciones especificas (Figura 3).
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Figura 3. Cultivo en agar nutritivo de las cepas P. aeruginosa 31, 66, L066 y 10AM tras 24 horas de incubacion
a 37°C.

Actividad litica mediada por fagos

Ademas de los pigmentos, durante la observacion fenotipica se evalud la posible presencia de
actividad litica mediada por fagos. Se debe a la capacidad de ciertos bacteriofagos endégenos de inducir
la lisis parcial de las colonias. Esta evaluacion se llevo a cabo mediante la visualizacidon macroscopica
de las placas de cultivo, en las que se buscaron zonas de lisis o areas calvas alrededor o dentro de las

colonias bacterianas.

En la cepa 31 y L0O66 se apreciaron areas transliicidas o correspondientes a zonas donde la

bacteria han sido lisadas por accion de los fagos.

Figura 4. Formacion de lisis en placas de cultivo correspondientes a las cepas L066 (izquierda) mediante

visualizacion directa y 31 (derecha) mediante visualizacion al microscopio Optico a 40x.
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Formacion de biofilm

Los resultados mostraron variabilidad en la capacidad de formacion de biofilm entre las
diferentes cepas. La cepa L066 presento6 el valor mas alto de absorbancia (Abs = 0,40), seguida de la

capa 10AM (Abs =0,31), la cepa 66 (Abs = 0,19) y la cepa 31 (Abs = 0,18) (Tabla x).

Tabla 3. Ensayo formacion de biofilm en placa de 96 pocillos tras tincién con cristal violeta y cuantificacion a

570 nm.

Control 31 66 L066 10AM

A 0 0,092 0,091 0,181 0,188

B 0 0,079 0,088 0,149 0,16

C 0 0,064 0,093 0,214 0,127

D 0 0,056 0,09 0,257 0,137

E 0 0,128 0,091 0,244 0,131

F 0 0,086 0,131 0,242 0,202

G 0 0,138 0,095 0,115 0,145
| Media | 0]0,09185714] 0,097 0,20028571 ] 0,15571429 |
| Abs pocillo | 0]0,18371429 | 0,194 0,40057143 | 0,31142857 |

Dado que el control negativo presentd valores constantes de absorbancia igual a cero, no se
puede realizar el calculo de un ODc segtn el criterio original de Stepanovic et al. (2000) [18], se aplico
una clasificacion, utilizada en numerosos estudios [21], donde las cepas se agruparon en categorias de
capacidad débil (0,1-0,2), moderada (0,2-0,4) o fuerte (>0,4) segun los valores de absorbancia obtenidos.
La cepa L066 fue clasificada como formadora fuerte puesto que presenta un valor superior a 0,4; la cepa
10AM presento un valor intermedio de absorbancia (entre 0,2-0,4), lo que corresponde a una formacién
moderada. Sin embargo, las cepas 31 y 66 se situan en el rango de formacidon débil, con valores de
absorbancia bajo, por debajo de 0,2. Esta aproximacion permite mantener la comparacion entre cepas

pese a la ausencia de variabilidad en el control.

Observacion EPS mediante FESEM

Se observan fibras y agregados alrededor de las células bacterianas, indicativos de la secrecion

de compuestos exopolisacaridos que contribuyen a la cohesion celular y a la formacion de biofilm.
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Figura 5. Observacion de la cepa 10AM mediante microscopia electronica de emision de campo (FESEM),

mostrando estructuras compatibles con matriz extracelular polimérica (EPS).

4.2. Estudio de la transferencia horizontal de genes
4.2.1. Islas de patogenicidad

Una vez construidos los mapas gendmicos circulares de las cuatro cepas por comparacion con
el genoma de referencia de Pseudomonas aeruginosa PAO1 se pudieron observar regiones especificas
con baja composicion en GC, que podrian corresponder a islas de patogenicidad adquiridas por

transferencia horizontal.

Pseudomonas aeruginosa 31 Pseudomonas aeruginosa 66
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Pseudomonas aeruginosa L066 Pseudomonas aeruginosa 10AM

LO66

R
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Figura 6. Mapa genomico circular de Pseudomonas aeruginosa. Del exterior hacia el interior, la linea de fuera
corresponde con los contigs ordenados, la siguiente con el contenido en GC (las cajas rojas muestran las regiones
con bajo contenido en GC), la linea con colores verde y violeta representan las regiones gendmicas codificantes y

su cadena de lectura; y por tltimo, el tamafio en Mb.

El tamafo del genoma de las cepas vario entre 6,4 a 6.9 Mb (Tabla 4). Se identificaron contigs
que no hibridaban con la cepa de referencia PAO1, que podria indicar regiones genémicas adquiridas,
como islas de patogenicidad, fagos o elementos moviles. Estas regiones presentan, en muchos casos, un

contenido GC divergente del promedio gendmico.

La cepa L066 fue la que mostré un mayor niimero de contigs no homoélogos (36 contigs),
seguida de la cepa 31 (28 contigs) y la 10AM (2 contigs). EN cambio, la cepa 66 mostré una elevada
homologia con PAO1, sin contigs divergentes, lo que sugiere una menor adquisicion reciente de material

genético de forma horizontal.

La cepa de referencia PAO1 presenta un tamafio de 6,26 Mpb y un contenido en GC de 66.6%
[22].

Tabla 4. Caracteristicas del genoma generales de las cepas de Pseudomonas aeruginosa.
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Tamano Nimero de % Contenido
genoma (Mb) contigs G+C

Contig no hibridan con la cepa de referencia PAD1

C42, C45, C46, C47, C48, C49, C50, C51, C52, C53, C54, C55,
31 6,49 71 66.24 C56, C57. C58, ©59, CB0, 61, C62, C63, C64, CE5, C66, C67,
C68, C69, C70, C71

66 6,23 33 66.54 0

C17,G24, C38, C48, C49, C51, C52, C53, C54, C56, Co7, Co8,
LOG6 6,74 82 65.76 C59, C60,C61, C62, C63, C64, CED, CE6, C67, C68, C69,C70,
C71,C72,C73,C74,C75, C76,C77,C78, C79, C8O, C81, C82

10AM 6,4 33 66.43 C23,0C33

4.2.2. Plasmidos
El analisis de los plasmidos se abordd desde dos enfoques complementarios: uno genotipico,
mediante herramientas bioinformaticas, y otro fenotipico, basado en la extraccion y visualizacion directa

del DNA plasmidico.
Analisis genotipico

El analisis informatico predijo plasmidos en las cepas 31 y L066 (Tabla 5) mediante las dos

herramientas empleadas, PlasmidFinder y PlasFlow.

Tabla 5. Resultados del analisis genomico de plasmidos mediante PlamidFinder y PlasFlow integradas en la

plataforma Galaxy.

Cepa PlasmidFinder PlasFlow
31 - 12 contigs
66 - -

LOGE Cc24 21 contigs
10AM - -

La herramienta PlasmidFinder timicamente detectd un replicon compatible con plasmido en la
cepa L066, concretamente con el contig 24, lo que sugiere la presencia de un plasmido con alta similitud

a los incluidos en la base de datos de referencia.

Por su parte, Plasflow predijo la existencia de 21 contigs de origen plasmidico en la misma cepa
L066 y 12 contigs potenciales en la cepa 31, mientras que en las cepas 66 y 10 AM no se detectaron

contigs con origen plasmidico seglin esta herramienta.
Analisis fenotipico

Desde un enfoque fenotipico, se realizo un ensayo de extraccion de DNA plasmidico seguido
de una electroforesis en gel de agarosa al 0,5%, con el objetivo de visualizar la presencia de posibles

plasmidos. Esta técnica permite detectar bandas correspondientes a DNA plasmidico.
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En los resultados obtenidos (Figura 7), se observaron bandas nitidas en las cepas L066 y 10AM.

En cambio, las cepas 31 y 66 no mostraron bandas visibles en el gel.
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Figura 7. Visualizacion en gel de agarosa al 0,5% de DNA plasmidico extraido de las cepas de Pseudomonas

aeruginosa.

4.2.3. Analisis de fagos

Con el objetivo de identificar posibles fagos presentes en los genomas de las cepas clinicas de
Pseudomonas aeruginosa, se llevd a cabo un analisis bioinformatico mediante la herramienta
PHASTER. Los resultados obtenidos se compararon con la cepa de referencia Pseudomonas aeruginosa

PAOI, la cual presenta de forma conocida los fagos PfI y Pf4, ambos filamentosos y lisogénicos.

Tabla 6. Fagos identificados en las cepas clinicas de Pseudomonas aeruginosa mediante analisis con PHASTER.

Se marcan en amarillo los fagos lisogénicos y en rosa los fagos liticos. El resto son temperados.
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Fago
YMC11/02/R656 H2 58456
Pf1 R4 7788 R3_1284 s
Pf1
Phi 297
40135 R3 54096 R2-43237
JBD69 R3_26408
F10 R5_30409
stx2 Il R6_36852
R1 17424
g;';g R2 47682
i) R4_29260
phi HAP R4 37764

En la cepa 31, se identifico la presencia del fago Phi 297 (R3 54096) y del fago Dobby
(R1_17424, R2 47682 y R4 29260), lo que indica una posible diversidad fagica con implicacion en la
variabilidad gendémica de la cepa. Ambos fagos son temperados. En cambio, la cepa 66 no presentd

ningun fago detectable mediante PHASTER.

La cepa L066, se detecto el fago Pf1 (R4 7788) (en amarillo en la Tabla 6), asi como otros
fagos como JBD69 (R3 26408), F10 (R5_30409) y Stx2 II (R6_36852), y el fago YMCI11/02/R656
(R1_31331) este ultimo es un fago litico. Esta cepa presenta una carga fagica significativa. Los fagos
Pf1 son de morfologia filamentosa y pudieron ser observados mediante FESEM como muestra en el

apartado siguiente. Por lo tanto, esta cepa tiene fagos liticos, lisogénicos y temperados.

Por su parte, la cepa 10AM compartia con L066 la presencia del fago Pf7 (R3_1284), ademas
del fago YMC11/02/R656 (R1 31331 y R2 58456), y phi HAP (R4 _37764).

Observacion de fagos mediante FESEM

En la observacion mediante FESEM de la cepa L066 (Figura 9) se identificaron estructuras
filamentosas finas en el entorno extracelular, compatibles con la morfologia tipica de fagos
filamentosos. La figura 9 muestra los fagos presentes en la cepa L066, compatible con los resultados

genotipicos observados ya que presenta el fago Pf1.
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Figura 9. Observacion de fagos filamentosos mediante microscopia electronica de barrido de emisién de campo

(FESEM) de la cepa L066. Estos fagos presentan un tamafio 2000 x 6 nm.

5. Discusion

El analisis gendémico y fenotipico de los aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa
procedentes del condado de Turkana ha permitido caracterizar un conjunto diverso de factores de
virulencia que, en conjunto, refuerzan el potencial patogénico de estas cepas en contextos clinicos
vulnerables. En comparacion con la cepa de referencia PAO1, ampliamente estudiada en la literatura
[22][23], se han identificado tanto elementos conservados como variaciones genéticas que podrian estar

relacionadas con la adaptacion de estas cepas.

A nivel genotipico, todas las cepas analizadas presentaron genes asociados a adhesion,
motilidad, sistemas de secrecion y produccion de sideroforos, lo que evidencia la conservacion de
funciones esenciales para el proceso de infeccion. Sin embargo, se observaron diferencias entre las cepas
en la presencia de ciertos sistemas de secrecion, en el caso del tipo Il y tipo VI. La distribucion de genes
de exopolisacaridos implicados en la formacion de biofilm fue igual entre todas las cepas clinicas, pero

no presentaron los genes Pel y Psl que si presenta la cepa de referencia.

La ausencia de los genes Pel y Psl puede ser compensada por otros mecanismos o rutas
alternativas para formar biofilm, como el uso de alginato, proteinas adhesivas o fagos filamentosos,
como en este caso. Estudios previos han demostrado que Pseudomonas aeruginosa puede prescindir de
Pel y Psl sin comprometer la capacidad de formar biofilm gracias a mecanismos redundantes que

garantizan la cohesion y funcionalidad de la estructura multicelular [24].

La ausencia del sistema de secrecion tipo VI en la cepa L066 puede deberse a que procede de
un entorno con baja competencia microbiana, como heridas profundas o infecciones crénicas. En este

caso, L066 procede de una osteomielitis que puede que no necesite mantener un sistema de ataque tan
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costoso a nivel energético como es el T6SS [25]. Sin embargo, mas de la mitad de los aislados de

infecciones agudas o ambientales si lo poseen [26].

En el caso de la ausencia del T2SS en la cepa 10AM, precedente de un pie diabético, tiene
similitud con la ausencia del sistema de secrecion tipo VI de la cepa 6. EL T2SS es responsable de la
secrecion de importantes factores de virulencia extracelulares como elastasa LasB, la exotoxina A o
proteasas alcalinas, siendo esenciales en infecciones agudas [27]. Estudios previos han demostrado que
cepas procedentes de infecciones persistentes, como ulceras cronicas, pueden presentar pérdida parcial

o total del T2SS [28].

Desde un punto de vista fenotipico, la expresion de factores como la pioverdina, la piocianina
o la capacidad de formacion de biofilm mostrod correlaciones relevantes con los perfiles gendmicos
observados. La cepa L066, que presentd la mayor capacidad de formacion de biofilm junto con una
elevada diversidad de fagos y contigs no homodlogos con PAOI, sugiere la adquisicion de material
genético externo que podria estar modulando su virulencia. Asimismo, la cepa 10AM mostré una
capacidad de biofilm intermedia y estructuras compatibles con EPS, apoyando la hipédtesis de que ciertos

elementos moviles como fagos podrian estar participando en la regulacion de estas funciones.

Asimismo, el analisis mediante PHASTER revelo la presencia de multiples fagos integrados en
el genoma de las cepas 31, L066 y 10AM, mientras que la cepa 66 no present6 ningtn fago detectable.
La presencia de fagos filamentosos, como el fago Pf7, en L066 y 10AM, y la observacién de morfologia
filamentosa en FESEM en estas cepas, sugieren un posible papel funcional de estos elementos en la
persistencia y patogenicidad. De hecho, diversos estudios han demostrado que los fagos filamentosos
no solo participan en la infeccion, sino que también actian como componentes estructurales del biofilm,
promoviendo su formacion y estabilidad. Estas particulas se incorporan a la matriz extracelular,
aumentando la cohesion del biofilm y contribuyendo a su resistencia frente a antimicrobianos y a la
respuesta inmune del huésped [29]. Ademads, la capacidad de ciertos fagos para transportar genes
relacionados con la virulencia o la resistencia a antibidticos mediante mecanismos de transduccion
refleja su influencia en la transferencia horizontal de genes [17]. En este estudio, se puede observar una
correlacion directa entre la presencia de fagos filamentosos y la formacion de biofilm, puesto que las
cepas L066 y 10AM, tUnicas portadoras de este tipo de fagos mostraron una mayor capacidad de

formacion de biofilm en el ensayo fenotipico.

La observacion de zonas de lisis en placas de cultivo de las cepas L066 y 31 podria estar
vinculada con la presencia de fagos funcionales y activos integrados en su genoma. Un fago que aparece
en ambas cepas es el fago phi297. Aunque phi297 es un fago temperado, se ha aislado un mutante
virulento denominado phi297vir, capaz de lisar bacterias de P.aeruginosa, incluyendo cepas resistentes
a fagos comerciales [30]. La posibilidad de utilizar mutantes virulentos no revertentes de fagos

temperados como phi297 se ha propuesto como una estrategia para el tratamiento de infecciones por
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P.aeruginosa, especialmente en casos donde las cepas bacterianas muestran resistencia a multiples
antibioticos. En estas dos cepas (L066 y 31), el andlisis bioinformatico también presentd otros fagos, el
fago Dobby en la cepa 31 y el fago F10 en la cepa L066, que podrian mantenerse en estado profagico y
reactivarse bajo condiciones especificas. El fago Dobby, clasificado como fago temperado tipo ¢CTX-
like, ha sido descrito previamente como capaz de lisar cepas clinicas de Pseudomonas aeruginosa en
condiciones de laboratorio [31]. Por su parte, el fago F/0, también de naturaleza temperada, ha sido
identificado en diversos estudios como un elemento movil con capacidad para movilizar DNA
bacteriano y con potencial litico [32], aunque su papel especifico en la induccion espontanea del ciclo
litico no ha sido descrito en detalle. En ambos casos, su deteccion en contigs casi completos y su
clasificacion como fagos temperados refuerza la hipotesis de que sean funcionales en nuestras cepas y

capaces de inducir el ciclo litico bajo determinadas condiciones.

En la cepa 10AM, aunque también se identific6, mediante analisis bioinformatico, el fago litico
YMC11/02/R656, aunque en esta cepa no se evidencio actividad litica visible en cultivo en las placas.
Esta discrepancia podria deberse a interacciones entre los fagos dentro de la propia célula, las
condiciones del cultivo no fueran las apropiadas para inducir la lisis, o fuese capaz de integrarse en el
genoma y ser atemperado. Un estudio de secuenciacion de fagos obtenidos de los sobrenadantes de los
cultivos podria aclarar qué fago es el que estd produciendo la lisis en cada una de las cepas. Finalmente,
la cepa 66, que no mostré fagos detectables ni zonas de lisis en cultivo, respalda la relacion entre la

presencia de fagos estructuralmente completos y la capacidad de inducir lisis bacteriana.

En cuanto a los plasmidos, los resultados muestran una concordancia entre el analisis genotipico
y fenotipico para la cepa L066, que fue la unica cepa que se detectd un replicon plasmidico tanto por
analisis bioinformatico como por la visualizacion en gel mediante electroforesis. Esto podria indicar una
mayor movilidad genética en esta cepa, teniendo en cuenta su complejidad gendmica y su elevada
capacidad de formar biofilm. La ausencia de plasmidos visibles en las cepas 31 y 66 no excluye
completamente su presencia, ya que pueden encontrarse en cantidades bajas o integrados en el genoma.
En el caso de la cepa 10AM, se detectaron bandas compatibles con plasmidos mediante electroforesis,
sin embargo, no se identificaron contigs de origen plasmidico mediante las herramientas bioinformaticas
utilizadas. Esta discrepancia puede deberse a limitaciones del ensamble genémico, baja similitud de los
plasmidos con las bases de datos de referencia, o a que se trate de plasmidos no reconocidos por los

algoritmos utilizados.

Por otro lado, cabe destacar que ninguna de las cepas analizadas presentd genes
correspondientes al sistema de secrecion tipo IV (T4SS), lo cual resulta relevante, ya que este sistema
es necesario para llevar a cabo procesos de conjugacion bacteriana, uno de los principales mecanismos
de transferencia horizontal de plasmidos y otros elementos genéticos moviles. La ausencia de T4SS en

estas cepas sugiere que, al menos bajo condiciones analizadas, la transferencia conjugativa no
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constituiria una via activa de diseminacion genética, lo que podria limitar parcialmente la movilidad de

plasmidos entre bacterias.

Ademas, al considerar la procedencia clinica de los aislamientos, se observa una posible relacion
entre el tipo de infeccion y los perfiles genotipicos y fenotipicos observados. Las cepas aisladas de
infecciones profundas y cronicas, como L066 (osteomielitis) y 10AM (pie diabético), mostraron una
mayor capacidad de formacion de biofilm y la presencia de fagos filamentosos. En cambio, las cepas 31
y 66, obtenidas de heridas superficiales, presentaron un perfil mas limitado en cuanto a elementos
asociados a la persistencia, lo que podria reflejar un comportamiento mas agudo y menos dependiente

de colonizacion prolongada.

En conjunto, los resultados obtenidos en este estudio permiten ampliar el conocimiento sobre
los factores de virulencia y los elementos genético moviles presentes en cepas clinicas de Pseudomonas
aeruginosa aisladas en un entorno sanitario vulnerable como el condado de Turkana. La combinacion
de analisis genomicos y fenotipicos ha permitido identificar elementos clave como los fagos
filamentosos, cuya implicacion en la formacion de biofilm no solo ayuda en su papel en la persistencia
bacteriana, sino también plantea nuevas oportunidades en el desarrollo de estrategias terapéuticas.
Comprender la participacion de estos fagos en la arquitectura del biofilm puede resultar especialmente
util para disefiar intervenciones dirigidas a debilitar su estructura, aumentando asi la eficacia de los
tratamientos antimicrobianos en infecciones cronicas. Por otra parte, el estudio de los fagos liticos y
temperados identificados en esta investigacion podria contribuir al desarrollo de herramientas

terapéuticas basadas en fagoterapia para el tratamiento de infecciones por Pseudomonas aeruginosa.

Asimismo, la integracion de datos genotipicos y fenotipicos contribuye a ampliar el
conocimiento sobre cepas locales y puede servir como base para estrategias de vigilancia
epidemiologica, desarrollo de biomarcadores de virulencia o disefio de herramientas terapéuticas mas

eficaces y adaptadas a escenarios sanitarios con recursos limitados.

6. Conclusiones

e La caracterizacion gendmica y fenotipica de cuatro cepas clinicas de Pseudomonas aeruginosa
procedentes del condado de Turkana (Kenia), ha permitido identificar factores de virulencia y
variabilidad genética en un contexto clinico concreto.

e La cepa que presentd mayor variabilidad genética frente a la cepa de referencia PAOI, fue la
cepa L066, con el mayor genoma (6.7 Mb) y el contenido més bajo en GC (65,76%). Esta cepa
presentd una region con bajo contenido en GCs donde se localizaron fagos y plasmidos.

e Lacepa L066, mostro mediante el estudio genotipico y fenotipico, la existencia de un plasmido

con bajo contenido en GC.
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e A nivel genotipico, todas las cepas presentan genes relacionados con adhesion, motilidad,
sistemas de secrecion y produccion de sideroforos, ROS y EPS, aunque se observo ausencia de
genes Pel y Psl implicados en la estructuracion de biofilm.

e Los ensayos fenotipicos confirman la produccion de sideroforos, pigmentos y biofilm,
mostrando una correlacion con los perfiles genéticos.

e En las cepas L066 y 10AM, donde se observo elevada capacidad de formacion de biofilm, se
detectaron fagos filamentosos (Pf7) que se postulan como elementos relevantes en la estructura
del biofilm favoreciendo la persistencia bacteriana.

e Flanalisis bioinformatico de fagos mostro la presencia de multiples fagos en las cepas 31, L066
y 10AM, incluyendo fagos liticos, lisogénicos y temperados.

e [La observacion de zonas de lisis en las cepas LO66 y 31 podria estar asociada a la activacion
espontanea del ciclo litico por fagos funcionales.

e La presencia de plasmidos y fagos indican la posible adquisicion de mecanismos de
patogenicidad mediante transferencia horizontal, si bien la ausencia del T4SS impide la
conjugacion de estas cepas para poder transmitir estos factores a otras cepas, siendo posible la

transmision por transduccion.

7. Proyecciones futuras

En este estudio se han identificado fagos estructuralmente completos en algunas cepas de
Pseudomonas aeruginosa, y en los ensayos fenotipicos se ha podido observar actividad litica
espontanea. Por tanto, seria de gran interés explorar el potencial terapéutico de estos fagos. Podrian
evaluarse como herramientas alternativas para el control de infecciones por P. aeruginosa

multirresistente, especialmente en areas donde los tratamientos convencionales han perdido eficacia.
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